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Studien tiber den Ursprung und die Bildung des Cholesterins. 


Von 
J. Lifschitz. 





(Der Redaktion zugegangen am 21. Januar 1908.) 


Betrachtet man die Mengenverhiiltnisse zwischen den un- 
gesiittigten Bestandteilen des Wollfettes, so erscheint die Tat- 
sache sehr bemerkenswert, daf einerseits die Oleinséure einen 
integrierenden Teil der Fettséuren ausmacht, wahrend anderer- 
seits die Cholesterine und deren neutrale Oxydationsprodukte 
quantitativ den hervorragendsten Platz unter den unverseifbaren 
Neutralstoffen (Alkoholen) einnehmen. Am charakteristischsten 
tritt dieser Umstand hervor, wenn man den 85—90°/o betra- 
genden Oligen Teil des neutralen Wollfettes ins Auge faft. Ich 
fand darin') die Oleinséure zu ca. 40°/o des sauren Teils und 
die Cholesterine und deren Oxydate?) zu 60—65°/o vom neu- 
tralen, unverseifbaren Teil. Da nun das neutrale «Weichfett» 
des Wollfettes aus 40—45°/o Fettséure und 55—60°/o unver- 
seifbaren Stoffen besteht, so enthilt es gegen 18°/o Oleinsaéure 
und gegen 35°/o Cholesterine und deren Derivate. Erwiagt man 
ferner, dab dieses Fettgebilde ca. 7 bis 10°/o an den genannten 
Cholesterinstoffen in freiem Zustande enthilt und dali diese 
ein wesentlich hoheres Durchschnittsmolekulargewicht als die 
Oleinséure besitzen, so darf wohl angenommen werden, dafi der 





grOBere gebundene Teil dieser Neutralstoffe — ca. 25°/o vom 
«Weichfett» — sich in diesem als Oleinsiureester befindet. 


Unter diesem Gesichtspunkte ist die typische Ahnlichkeit 
dieser Esterverbindungen mit dem cerotinsauren Cerylalkohol 
des Bienenwachses oder dem Liebermannschen Coccerin, d. h. 
dem coccerinsauren Coccerylalkohol*) nicht zu verkennen. 


1) Ber. d. Deutsch. chem. Ges., Bd. XXXI, S. 97. 

*) Daselbst, Bd. XXXI, S. 1127. 

5) Liebermanns Coccerinwachs, Ber. der Deutsch. chem. Ges., 
Bd. XVIII, S. 1980. 


Huppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie, LV. 1 








2 J. Lifschitz, 


Dieser Gedankengang driingte mir noch vor etwa 10 Jahren 
die Vermutung auf, daf zwischen der Oleinsiure (C,,H,,0,) und 
dem Cholesterin (C,,H,,O oder C,,H,,O) analoge genetische Be- 
ziehungen bestehen miiften, wie zwischen den Komponenten 
der erwiihnten Wachsarten. Konnte freilich hier von einem 
Entstehen der Siiure aus dem Alkohol nicht die Rede sein, so 
war doch das Umgekehrte, d. h. die Bildung der Cholesterine 
aus der Oleinséure (etwa durch Oxydation der letzteren) nicht 
bloB denkbar, sondern sogar sehr wahrscheinlich. Den Vor- 
gang wurden etwa folgende Ausdriicke veranschaulichen : 

I. 3C,,H,,0, -+- 30 = 2C,,H,,O + 7H,0; 
oder nach der alteren Formel fiir Cholesterin : 

ll. 3C,,H,,0, + 70 = 2C,,H,,O + 2CO, + 7H,0. 
Zahlreiche Versuche nach dieser Richtung hin, die wahrend der 
letzten zehn Jahre ab und zu ausgefiihrt wurden, fiihrten zu 
keinem greifbaren Resultate. Bei diesen Versuchen sammelte 
ich jedoch an den Oxydationsprodukten der Oleinsiiure sowie 
des Cholesterins eine Reihe von Erfahrungen und Beobachtungen, 
die jener theoretischen Vermutung von den nahen Beziehungen 
zwischen diesen Substanzen nach und nach einen hohen Grad 
von Wahrscheinlichkeit verliehen haben. 

Die nachstehenden Versuche médgen nun dartun, dab es 
tatsiichlich gelingt, durch Oxydation der Oleinséure zum Chole- 
sterin, bezw. zu demselben nahestehenden Derivaten zu gelangen. 

Die unerwartete Schwierigkeit, eine absolut cholesterin- 
freie Oleinsiiure aus dem Handel fertig zu erhalten,!) mufte 
bei diesen Versuchen durch Reinigung der bezogenen Handels- 
priparate im Laboratorium tiberwunden werden. Zu diesem 
Ende wurde beispielsweise ein technisch reines sogenanntes 
saponifiziertes Olein des Handels in die Natronseife verwandelt, 
diese zunichst an der Luft und dann liangere Zeit bei 105° C. 
gut getrocknet und im Extraktionsapparat 8 bis 10 Stunden 
mit reinem Ather extrahiert. Der krystallinische, schmalzartige 
Riickstand des Atherextraktes enthielt bedeutende Mengen Chole- 
sterinstoffe neben anderen unverseifbaren, bezw. unverseiften 


‘) Selbst die Firma C. A. F. Kahlbaum-Berlin konnte mir eine 
solche nicht liefern. 
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Bestandteilen und etwas Seife. Die im Extraktor verbliebene 
ausgezogene Seifenmasse wurde mit verdiinnter Schwefelsiure 
zersetzt und das isolierte Ol gut gewaschen und getrocknet. 

Um das so erhaltene Ol auf die Stufe seiner Cholesterin- 
freiheit zu priifen, wurde eine Probe desselben in alkoholischer 
Losung mit Kalilauge neutralisiert, mit Wasser passend verdiinnt 
und die klare Lisung mit Ather ausgeschiittelt. Der cut ge- 
waschene itherische Auszug hinterliefi eine nur sehr geringe 
Menge eines Oligen Riickstandes, der mit 1 bis 2 cem Acetan- 
hydrid aufgenommen, auf Zusatz von konzentrierter Schwefel- 
sdiure keine Spur von Cholestolreaktion zeigte. 

Die so gereinigte (nebenbei véllig stickstofffreie) Olein- 
siure hatte eine braun-bis orangegelbe Farbe und die iibliche Kon- 
sistenz und Viskositit. Sie erstarrte gegen 10° C. zu einer hell- 
gelben, schmalzartigen Krystallmasse, die bei 16—17° C. wieder 
klar schmolz. Jhre Saéurezahl betrug 198,24 

gegen 198,57 nach der Forme! 
C.3H5,0o. 
Die Olsiure wurde folgendermafen behandelt: 


Oxydation der Oleinsaure. 


1,5 g der Oleinséure wurden in 20 ccm Eisessig gelést und 
auf dem Wasserbade bei 80—85° C. mit einem Gemisch von 20 cem 
5°/oiger wiasseriger Kaliumpermanganatlésung und 80 cem Eis- 
essig in kleinen Portionen vermischt. Die rote Farbe verschwindet 
ziemlich schnell. Zieht man dann aus dem eben braun gewor- 
denen Gemisch eine Probe von 2—3 ccm, gibt 4 Tropfen kon- 
zentrierte Schwefelsiure hinzu und erwirmt schwach, so ver- 
schwindet in den ersten Stadien der Operation die dunkelbraune 
Farbe der Probe sehr schnell, wird zunichst fast farblos ; nimmt 
aber sehr bald eine sch6n violette bis violettrote Farbe an, 
die sich beim Stehen wesentlich verstirkt. Die LOsung zeigt 
dann ein charakteristisches Absorptionsspektrum, bestehend aus 
einem tiefdunkeln, breiten Band zwischen Blau und Griin, das 
sich ziemlich weit in dieses letztere Feld des Spektrums erstreckt: 
einem schmaleren und wesentlich durchsichtigeren Band im 
Griin (zwischen D und E) nahe dem Gelb, und einem schmalen 

1* 
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Streifen im Gelb, der erst bei verengterem Spalt des Spektro- 
skops deutlich sichtbar wird.!) Zieht man diese Proben aus 
dem ca. 85° C. warmen Gemisch etwa von 5 zu 5 Minuten, 
so merkt man, daf} sich die L6sungen nach dem Entfarben mit 
Schwefelsiiure (das nebenbel immer schwieriger und langsamer 
vonstatten geht) immer schwicher farben. Eine nach etwa 
20 Minuten gezogene Probe bleibt nach dem Entfirben vollig 
farblos und ohne jedes Absorptionsspektrum. 

Kis dahin bleibt die dunkelbraune Lésung vollig klar; erst 
kurz nach dem Verschwinden der genannten Farbenreaktion 
fiingt eine Abscheidung von festem MnO, an. Eine Gasent- 
wickelung findet wahrend der ganzen Reaktionsdauer 
nicht statt. 

In diesem Stadium wurde bei den bisherigen Versuchen 
die Operation unterbrochen. Das echt braune, fast noch klare 
Gemisch wurde mit fester Oxalsiure entfarbt, von dem weifen 
Niederschlag heil} abfiltriert, die klare, schwach gelbe Loésung 
eingedampft, der Riickstand durch wiederholtes Vermischen 
mil absolutem Alkohol auf dem Wasserbade vom Eisessig voll- 
stiindig befreit und lingere Zeit getrocknet. Die braune, feste, 
ziihe und etwas klebrige Masse wurde nun, um die etwa ent- 
standenen Ester bezw. die Manganverbindungen zu zersetzen, 
mit 5—S8°/oiger alkoholischer Kalilauge 1 bis 11/2 Stunden auf 
dem Wasserbade gekocht. Die Seifenlésung wurde vom grobten 
Teil des Alkohols befreit, mit Wasser aufgenommen, die iiber- 
schiissige Lauge mit Schwefelséure abgesittigt und die nur 
schwach alkalische Lésung mit Ather 2 bis 3mal tiichtig ausge- 
schiittelt. Die atherische Lésung wurde mit verdiinntem Spiritus 
gut ausgewaschen und nach Beseitigung des Athers — der 
Riickstand mit absolutem Alkohol auf dem Wasserbade vom 
Wasser vollig befreit und getrocknet. 


‘) Die gesdttigten Fettsiuren gaben diese Reaktion nicht. Inwiefern 
diese farbenschéne und spektralanalytisch charakteristische Reaktion als 
Erkennungsmerkmal fiir Olsdiure zu gebrauchen ware, laft sich zur Zeit 
noch nicht iibersehen. — Eine ahnliche Reaktion gibt schon die Olsdure 
mit Essigschwefelsaéure auch fiir sich; jedoch erscheint das Absorptions- 
spektrum mehr nach dem violetten Ende des Spektrums verschoben. 
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Das so gewonnene Unverseifbare betrug 25 bis 30 mg. 
Es ist farblos bis hellgelb, fest, fettig, auf dem Wasserbade 
noch unschmelzbar und strahlenformig krystallinisch. Mit ca. 2cem 
Essigséureanhydrid heif aufgenommen und nach dem Erkalten 
mit 1 bis 2 Tropfen konzentrierter Schwefelsiure versetzt, zeigt 
die Losung nach kurzer Zeit eine kriftige und rein griine 
Farbe, begleitet von gelblich griiner Fluorescenz. Die aus- 
gesprochenen Absorptionsspektra dieser Lésung im Grin, 
Orange und Rot des kontinuierlichen Spektrums') hinter- 
lassen keinen Zweifel, dafSi man es hier mit der Lieber- 
mannschen Cholestolreaktion zu tun hat; das heibt, dab 
die Oleinsiure bei der Oxydation sich teilweise — etwa 
im Sinne der eingangs dieser Mitteilung entworfenen Gleichungen 
— zu Cholesterin oder zu einem ihm sehr nahe- 
stehenden Derivat oxydiert haben muBbte. Auch die be- 
kannte Cholesterinreaktion von Hager (nach Salkowski 
mit Chloroform und konzentrierter Schwefelsiiure bestitigt dies 
in charakteristischer Weise. 

Hierzu ist noch zu bemerken, dab die kraftige, rein griine 
Farbe dieser Cholestolreaktion schon nach 30 bis 40 Minuten 
zu verblassen anfingt, um dllmahlich — unter Schwinden des 
Absorptionsspektrums — in braungelb tberzugehen, eine Er- 
scheinung, die man bei den Pflanzencholesterinen und manchen 
Cholesterinderivaten, im Gegensatz zum relativ dauerhaften 
«Cholestolgriin» des reinen Gallensteincholesterins, sehr haufig 
wahrnehmen kann. 


Die Hauptmenge des Reaktionsproduktes 


zeigte bei der niaheren Untersuchung, dal die obige Oxydation 
der Oleinsiiure sich keineswegs auf die Bildung der oben kurz 
beschriebenen relativ geringen Menge des cholesterinhaltigen 
Unverseifbaren beschrankt. Vielmehr scheint letzteres einen 
nur kleinen Teil eines der weiteren Oxydation entgangenen 
intermediaéren Produktes darzustellen, dessen Endprodukt sich 





‘) Vgl. hieriiber Ber. d. Deutsch. chem. Ges., Bd. XXXI, 3. 100, 
und Monatshefte fiir prakt. Dermatol., Bd. XLV, S. 399, <Spektroskopie 
der Cholesterine>. 
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als Satz einer anscheinend neuen Sdaure in weit gréferer 
Menge in der mit Ather extrahierten Seifenmasse befindet. 
Diese neu entstandene Séure ist in Benzin unl6éslich und 
konnte daher von den eigentlichen Fettséuren ziemlich leicht 
getrennt werden. 

Zu diesem Ende wurde die mit Ather extrahierte und 
von Ather und Alkohol befreite Seifenlésung mit Wasser auf- 
genommen, mit verdiinnter Schwefelsiure angesiiuert und zu- 
niichst mit leichtem Benzin (spez. Gew. 0,720) tiichtig ausge- 
schiittelt. Letzteres loste nur einen Teil der freigelegten Sauren ; 
ein anderer Teil schwebte in braunen Oltropfen zwischen der 
milchigtriiben, wiéasserigen und der klaren, scharf getrennten, 
hellgelben benzinésen Schicht. Diese wurde abgehoben, mit 
Wasser gut gewaschen, durch ein Doppelfilter filtriert, einge- 
dampft und getrocknet. Das zuriickgebliebene Ol erstarrte nach 
dem Erkalten zu einer hellgelben, schmalzartigen, krystal- 
linischen Fettmasse. Sie zeigte eine Séurezahl von 204,96 
und ist sehr wahrscheinlich ein Gemisch von Palmitinséure 
und unverinderter Oleinsaure. 

Die von der Benzinlésung dieser Fettsiuren abgetrennte 
wiisserige Emulsion mit den darauf schwimmenden braunen 
Oltropfen wurde mit Ather ausgeschiittelt. Dieser zog nun- 
mehr alles aus und hinterlieS eine klare und farblose, wiisserige 
Losung. Der Atherauszug wurde wiederholt mitWasser gewaschen, 
der Riickstand nach Beseitigung des Athers mit absolutem Al- 
kohol auf dem Wasserbade von Wasser befreit und getrocknet. 
Die so erhaltene Siuremasse stellt eine geruchfreie, braune, 
sirupdicke und stark klebrige Substanz dar, die mit einer Fett- 
siiure nicht die geringste Ahnlichkeit hat. Sie ist unléslich in 
Wasser, leicht léslich in Alkohol und Ather und unldslich in 
Benzin oder iihnlichen Mitteln. Beim langem Lagern scheiden 
sich aus ihr allmahlich kleine Krystillchen ab. Ihre Saéurezahl 
ist bereits in diesem Zustande bedeutend hodher als die der 
bekannten eigentlichen Fettséiuren und betrug nach den bis- 
herigen Versuchen 255 bis 260. 

Aus der wisserigen Kalisalzlésung dieser Sauremasse fallt 
Chlorcalciumlésung einen nur kleineren Teil aus; das Kalksalz 
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des grdBeren Teils bleibt in Lésung. Die Saéure des wasser- 
unldslichen Salzes ist dunkelbraun, sirupés, zihe und klebrig. 
Die Saure des wasserléslichen Kalksalzes ist dagegen fest, 
von wachsartigem Habitus, hellgelb und mikrokrystalli- 
nisch. Nach wiederholter Behandlung ihrer Kalisalzl6sungen 
mit CaCl, schmolz die freigelegte Siéiure klar bei 82 bis 85° C. 
und erstarrte sehr langsam zu kugelfOrmig gruppierten kleinen 
Prismen. lhre Siéurezahl betrug 460, was — die Einheitlich- 
keit der Saéure vorausgesetzt — auf eine Polycarbonsaéure 
des Cholesterins hinzudeuten scheint.!) Indessen muf die 
Bestatigung dieser bedeutsamen Annahme einer weiteren sorg- 
faltigen analytischen Priifung vorbehalten bleiben. 

Die Ausbeute an den obigen Sauren betriigt: 
Palmitin-Oleinséiuregemisch: 50 bis 55°/o und 
benzinunlésliches Saéuregemisch: 45 bis 50°/o 

des zuriickgewonnenen sauren Teils des Reaktionsproduktes. 

Unterwirft man diesen vom neugebildeten Unverseifbaren 
getrennten Teil der Oleinoxydate einer erneuten Oxydation 
mit Permanganat in der beschriebenen Weise, so erhalt man 
wiederum das auf Cholesterin reagierende Unverseifbare mit 
denselben Eigenschaften wie bei der ersten Oxydation der 
urspriinglichen Oleinsiure. 


Bremen, im Januar 1908. 





‘) Die entsprechende Tetracarbonsidure C,,H,,0, wiirde eine Saure- 
zahl 459 beanspruchen. 








Uber synthetisch gewonnenes Tryptophan und einige seiner 
Derivate. 
Von 


Alexander Ellinger und Claude Flamand. 


(Aus dem Universitiits-Laboratorium fiir medizinische Chemie und experimentelle 
Pharmakologie zu Kénigsberg i. Pr.) 


(Der Redaktion zugegangen am 22. Januar 1908.) 


In den Berichten der deutschen chemischen Gesellschaft?) 
haben wir bereits eine kurze Mitteilung tiber die von uns ver- 
wirklichte Synthese des Tryptophans ver6ffentlicht. Im folgen- 
den berichten wir tiber die Einzelheiten unsrer Versuche und 
liber einige bisher nicht dargestellte Derivate des Tryptophans, 
welche wir zur Identifizierung des synthetisch erhaltenen Pro- 
dukts mit den bei der Pankreasverdauung des Caseins ge- 
wonnenen benutzt haben. 

Vor der Beschreibung unserer Versuche sei uns ein kurzer 
Riickblick auf die Entwicklung, welche die Arbeiten zur Er- 
forschung der Konstitution des Tryptophans durchgemacht 
haben, gestattet, da sie bisher nur in Bruchstiicken und nicht 
in dieser Zeitschrift ver6ffentlicht wurden. 


Die Konstitution des Tryptophans. 


Hopkins und Cole?) isolierten im Jahre 1901 unter den 
Produkten der Pankreasverdauung eine schén krystallisierende 
Verbindung von der Zusammensetzung C,,H,.N,0,, welche 
sie als das lange gesuchte Tryptophan ansprechen durften, 
da es in exquisitiver Weise die bekannte Farbenreaktion mit 
Bromwasser gab. Die reichliche Entwicklung von Indol und 
Skatol beim trockenen Erhitzen der Substanz fiihrte die Autoren 


‘) Ber. d. Deutsch. chem. Ges., Bd. XL, S. 3029 (1907). 
*) Journ. of Physiol., Bd. XXVIII, S. 418 (1901). 
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sofort zu der Vermutung, daB es sich um eine Indolaminopro- 
pionsdure oder Skatolaminoessigsiure handle. Bei ihren Ver- 
suchen zur Ermittlung der Konstitution des Tryptophans folgten 
Hopkins und Cole’) einem Gedankengang Nenckis.*) Dieser 
hatte gelegentlich seiner Studien tiber Eiweiffiiulnis die Ver- 
mutung ausgesprochen, daB die vier der Indolgruppe zugehd- 
rigen Féaulnisprodukte der EiweiBkorper, Indol, Skatol, Ska- 
tolearbonséiure und Skatolessigséure, dem gleichen Bestandteil 
der Eiweifimolekel, einer bis dahin nicht aufgefundenen Ska- 
tolaminoessigsiiure entstammten. Es gelang in der Tat, aus 
Tryptophan durch anaérobe Faulnis Skatolessigsiiure, durch 
aérobe Fiaulnis Skatolearbonséure und Indol und durch Kali- 
schmelze Skatol in betrachtlichen Mengen zu gewinnen. Hop- 
kins und Cole trugen deshalb kein Bedenken, das Tryptophan 
als Skatolaminoessigséure zu bezeichnen und ihm die Formel 

c+ Ca, 

CH, SC + CH: (NH,) - COOH 

NH 
beizulegen. 

Unabhingig von dieser Untersuchung stellten Ellinger 
und Gentzen?*) im Tierversuche fest, dafi im Dickdarm des 
Kaninchens Tryptophan in groBen Mengen Indol lieferte, daf 
dabei gleichzeitig Skatol in nachweisbarer Menge nicht entstand 
und daf die Bildung des Indols aus intermediar auftretendem 
Skatol unwahrscheinlich war. Es wurde deshalb schon in der 
Dissertation von Gentzen*) darauf hingewiesen, daB von den 
urspriinglich zur Wahl gestellten Formeln des Tryptophans die 
der Indolaminopropionsaure die wahrscheinlichere sei, zumal 
da eine der Grundlagen fiir die Konstitutionsbestimmung des 
Tryptophans, die Formel der Skatolcarbonsaure, unsicher war.°) 


1) Journ. of Physiol., Bd. XXIX, S. 451 (1903). 

2) Monatsh. f. Chemie, Bd. X, S. 506 (1889). 

°) Hofmeisters Beitr. z. chem. Phys., Bd. IV, 5. 171 (1903) 

‘) M. Gentzen, Uber die Vorstufen des Indols bei der Eiweif- 
faulnis im Tierkérper, Inaug.-Diss., K6nigsberg 1904. 

5) s, Wislicenus und Arnold, Annal. d. Chem., Bd. CCXLYI, 
S. 334 (1886). 








i 
i 
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Kllinger') gelang denn im Jahre 1904 der Nachweis, 
dah die von KE. und H. Salkowski*) entdeckte Fiulnisséure 
nicht die allgemein angenommene Konstitution einer Skatolear- 
bonsiure, 

C- CH, 
Col >G- COOH 
NH 
sondern einer Indol-Pr-3-Essigsiure 
(- CH, - COOH 
CHS cH 
habe. Denn die Darstellung ihres Esters gelang nach dem Prin- 
zip der Fischerschen Synthese von Indolderiveten aus dem 
Phenylhydrazon des Aldehydopropionsiuremethylesters mittels 


der Chlorzinkschmelze: 


CH, - CH, - CO, « CH, C. CH, - CO, - CH, 
| | C.H,Z SCH +. NH, 
CoH /CH a 
NH 


Durch Anwendung von alkoholischer Schwefelsaure als 
Kondensationsmittel nach dem Vorgange von W. Wislicenus 
lief sich weiterhin die Ausbeute noch besser gestalten und in 
spiiteren Versuchen ergab sich, dafs es nicht notig ist, das 
Phenylhydrazon des Aldehydopropionsaiuremethylesters darzu- 
stellen, sondern dafs man auch vom Phenylhydrazid des Alde- 
hydopropionsiiurephenylhydrazons ausgehen kann. Da diese Ver- 
bindung nach den Untersuchungen von Reitter und Bender®) 
noch leichter als friiher zugiinglich geworden ist, so ist die 
Indolessigsiiure jetzt relativ bequem synthetisch zu gewinnen. 

Mit der alten Formel der Skatolearbonsaéure mufte na- 
tiirlich auch die bisher angenommene Tryptophanformel auf- 
gegeben werden. Von den vier méglichen Konstitutionformeln, 
in welchen die Stellung Pr-2- oder a-Stellung im Pyrrolring 
keinen Substituenten triigt, glaubte Ellinger anfangs die fol- 
gende bevorzugen zu sollen: 


') Ber. d. Deutsch. chem. Ges., Bd. XXXVII, S. 1801 (1904), 
*) Ber. d. Deutsch. chem. Ges., Bd. XIII, S. 189 u. 2217 (1880). 
*) Liebigs Annal., Bd. CCCXXXIX, S. 373 (1908). 


* ieialtetetemennemenniaenaatttiaeee 
ete Ta tn 














ei. 
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C - CH - (COOH) - CH, - NH, 
CHC cH 
NH 


Denn bei dieser Konstitution des Tryptophans schien 
dessen Ubergang in Kynurensiiure, der gleichzeitig von Ellinger 
gefunden wurde, einer einfachen, wenn auch ohne Analogie 
dastehenden Erklarung zuganglich: 


H NH, CH, N CH 
C \eou C/~ Ne 
CH.COOH : C - COOH 
Hc? \c-— HC/ S—¢ on 
gi. wae ———)> Il ti 
HCy /C\/ CH HC\ 7 
C / NH C 
H / H 
Tryptophan Kynurensdure 


Die zuniichst vielleicht néher liegende Erklaérung, dab das 
Chinolinderivat Kynurensaéure aus dem Indolderivat Tryptophan 
sich, nach Analogie der von Ciamician') und seiner Schule 
beobachteten Ubergiinge, unter Erweiterung des Fiinfrings 
zum Sechsring bildete, wurde damals nicht diskutiert, weil 
schon einige Jahre vorher im hiesigen Institut festgestellt war, 
daB aus der Indolessigséure der tierische Organismus keine 
Kynurensaure bildet, daB in diesem Falle also die Ringerwei- 
terung nicht stattfindet. Dennoch erwies sich, wie uns die 
weiteren Untersuchungen tiber die Konstitution des Tryptophans 
zeigten, die erste Annahme als falsch. Kam dem Tryptophan 
wirklich die oben aufgezeichnete Formel zu, so muBte die 
Nenckische «Skatolessigsdure» die folgende Konstitution haben: 

(.- CH- (CH,)- COOH 
C.H,Z ScH 


i A 
NH 


Ellinger?) stellte auf analogem Wege wie die Indolessig- 
saure auch diese Indolmethylessigséure synthetisch dar. Sie 
war von der durch Féuinis entstandenen Saéure Nenckis ver- 
schieden. Dagegen lieferte die Kondensation des Phenylhy- 
drazons der Aldehydobutterséure mit alkoholischer Schwefel- 





1) s. Ber. d. Deutsch. chem. Ges., Bd. XXXVII, S. 4231 (1904). 
*) Ber. d. Deutsch. chem. Ges., Bd. XXXVIII, S. 2884 (1905). 
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siiure die mit der Nenckischen Verbindung identische Indol- 
Pr-3-Propionsaure : 


CH, - CH, - CH, - COO - CH, C- CH, - CH, - COO - CH, 
‘o7 Ne 
C,H, ,CH = GHC A -+- NH, 
NH NH 


Somit blieben fiir das Tryptophan nur noch zwei Kon- 
stitutionsmoéglichkeiten tibrig: 


C - CH, - CH - (NH,) - COOH C.- CH-(NH,)-CH,- COOH 
HY Ne / Scr 
CoH CH und CoH Jou 
NH NH 
I. Il. 


Die Analogie mit den anderen Bausteinen der Eiweif- 
molekel, unter welchen bisher mit Sicherheit nur a-Amino- 
siiuren nachgewiesen worden sind, sprach ftir die Formel I. 
Den Beweis fiir ihre Richtigkeit haben wir durch die folgenden 
synthetischen Versuche erbracht. 

Als Ausgangsmaterial diente der B-Indolaldehyd. Diese 
schon krystallisierende Verbindung wurde bereits von Hopkins 
und Cole bei der Oxydation des Tryptophans mit Eisenchlorid 
erhalten, aber in ihrer Konstitution erst von Ellinger er- 
kannt. Er JaBt sich, wie ebenfalls Ellinger zeigte, auch nach 
der Tiemann-Reimerschen Reaktion aus Indol durch Ein- 
wirkung von Chloroform und Kalilauge erhalten. Dieser Aldehyd 
laBt sich durch Erhitzen mit Hippurséure, Essigséiureanhydrid 
und Natriumacetat nach der Methode von Erlenmeyer jun.!) 
zu einem Lactimid oder (nach der von Erlenmeyer neuer- 
dings bevorzugten Nomenklatur) Azlacton kondensieren : 


C,H,N- CHO + CH,-NH-CO-C,H, = C,H,.N: CH = C-N-CO- C,H, 


| Pi +2H,0 
COOH CO Lactimid 
N 
Ss 
oder C,H,N-CH: C C - C,H, 
| | -+- 2H,0 
CO—O 
Azlacton 


‘) Ann. d. Chem., Bd. CCLXXV, S. 3 (1893); Bd. CCCVII, S. 138 
1899); Bd. CCCXXXVII, S. 265 ff. (1904). 
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Das Lactimid (Azlacton) wird durch Erhitzen mit ver- 
diinnter Natronlauge unter Wasseraufnahme in das Natriumsalz 
der Indoly!-a-benzoylaminoacrylsdure tibergefiihrt : 

C,H,N- CH = C—N-CO:C,H, + H,O = C,H,N- CH = C- NH-CO- C,H, 


if | 
CO COOH 


Bei seiner Synthese des Phenylalanins hat Erlenmeyer 
zwei Wege angegeben, um von der benzoylierten ungesiittigten 
Aminosiiure zum Phenylalanin zu gelangen. Die erste Methode, 
die spiter durch E. Fischer und Mouneyrat!) vervollkommnet 
wurde, besteht in der Reduktion mit Natriumamalgam und nach- 
heriger Abspaltung der Benzoylgruppe durch Kochen mit Salz- 
siure. Fir die Tryptophansynthese fiihrte uns dieser Weg nicht 
zum Ziele. 

Die zweite Methode benutzt die Einwirkung des Am- 
moniaks auf die Benzoylaminozimmtsiiure. Durch die eingehen- 
den Studien Erlenmeyers ist diese Reaktion in allen ihren 
Zwischenstadien aufs sorgfialtigste erforscht und wird durch 
die folgenden Umsetzungsgleichungen veranschaulicht: 

C,H, -CH=C-NH-CO-C,H,+NH, C,H,-CH=C(OH)-+(C,H, - CO -NH, 


| 

COOH CONH, 
Phenylbrenztraubenséure- Benzamid 
amid in tautomerer Form. 


C,H, - CH = C(OH)- CO- NH, + H,O = C,H, - CH, — CO- COOH + NH, 


2 C,H, CH, -CO- COOH + NH, = C,H, - CH, CH, - C,H, 
| 


HO,C — C(OH) — NH — C(OH) - COOH 


C,H, - CH, CH, « C,H, C,H, - CH, CH,-C,H, 
| = | | --CO, 
HO,C—C(OH)—NH—C(OH). COOH ~HO,C—C(OH)—NH—C-H-OH 
C,H, - CH, CH, - C,H, C,H, - CH, CH, - C,H, 
| | = | | + H,O 
HO,C — C(OH) — NH — CHOH HO,C - CH— NH— CO . 
C,H, - CH, CH, + C,H, C,H, « CH, CH, - C,H, 
| | + H,0 = | _ + | 
HO,C— CH — NH — CO HO,C—CH-NH, COOH 


') Ber. d. Deutsch. chem. Ges., Bd. XXXIII, S. 283 (1900). 
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Als Endprodukte der Einwirkung des Ammoniaks auf Ben- 
zoylaminozimmtsiéure wurden also Benzamid, Kohlenséure, Phe- 
nylalanin und Phenylessigsiure erhalten. Analog mufbte aus 
der Indolyl-benzoylaminoacrylsidure neben den beiden ersten Pro- 
dukten Indolalanin und Indolessigséure entstehen. 

In der Tat konnten nach sechsstitindigem Erhitzen von 
kleinen Mengen der ungesittigten Aminosiiure (etwa 0,5 g) mit 
der 10 fachen Menge 25°/oigen Ammoniaks auf 160—170° im 
Rohr, im Rohrinhalt die siimtlichen erwarteten Reaktionspro- 
dukte qualitativ nachgewiesen werden. Das Benzamid war 
zum ‘Teil zu Ammoniumbenzoat hydrolysiert. Aus der ange- 
siiuerten Fliissigkeit ging eine Siiure in Ather, welche alle 
Farbenreaktionen der Indolessigséure gab, und durch Fiallung 
mit Mercurisulfat entstand nach der Ausschiittelung ein gelber 
Niederschlag, der nach der Zersetzung mit Schwefelwasserstoff 
und weiteren Reinigung in der tiblichen Weise sowohl die Glyoxyl- 
siiure- als die Bromreaktion des Tryptophans mit vollkommen 
reinen Farbennuancen gab. Die Ausbeuten waren aber so gering, 
dal die Vorversuche nicht zur Verarbeitung gréSerer Substanz- 
mengen auf diesem Wege ermutigten. Immerhin zeigen diese orien- 
tierenden Versuche, wenn man ihre Resultate mit den spateren 
zusammenhilt, daf das Erlenmeyersche Schema auch auf 
die Entstehung des Indolalanins anwendbar ist, wenn auch die 
Identitét der so entstandenen Aminosiure mit dem Tryptophan 
dadurch nicht bewiesen war. 

Nach mancherlei vergeblichen Bemiihungen fanden wir 
endlich in der Einwirkung von metallischem Natrium in alko- 
holischer Lésung ein geeignetes Reduktionsmittel fiir die Indolyl- 
benzoylaminoacrylsiiure, welches den Vorteil bot, zugleich die Ab- 
spaltung der Benzoylgruppe zu bewirken. So konnte das Kochen 
mit Séuren zu diesem Zwecke vermieden werden, das voraussicht- 
lich zu einem betrachtlichen Verlust an Tryptophan geftihrt hatte. 

Bei Anwendung des Natriums vollzog sich also die Bil- 
dung des Indol-Pr3-alanins nach der Gleichung 


C,H,N-CH = C-NH-CO-C,H,-+H,-+H,0 =C,H,N- CH, -CH- NH, 
: | -.C,H,-COOH 


| 
COOH COOH 
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DaB das Indol-Pr 3-alanin mit dem racemischen Tryptophan 
identisch ist, beweisen die folgenden Angaben tiber sein physi- 
kalisches und chemisches Verhalten, sowie das seiner Derivate. 

Darstellung des Indolaldehyds. 

Die Verarbeitung des Indols auf den Aldehyd geschieht 
in Portionen von nicht tiber 20 g. Diese werden in 200 ccm 
96°/oigem Alkohol gelést und mit 72 ccm Chloroform am Riick- 
fluBkiihler bis zum beginnenden Sieden auf dem Wasserbad 
erhitzt. Durch einen Tropftrichter gibt man im Laufe von 2 bis 
21/2 Stunden 500 ccm 10°/oige alkoholische Kalilauge zu, welche 
durch Lésen von 50g Atzkali in der gleichen Menge Wasser 
und Auffilllen mit 96°/oigem Alkohol auf ein 1/2 | hergestellt 
sind. Es ist fiir die Ausbeute wichtig, daf der ZufluB der Kali- 
lauge gleichmafig erfolgt und daB das Trichterrohr sich nicht 
durch auskrystallisierendes Chlorkalium verstopft. Deshalb emp- 
fiehlt es sich, das Rohr des Tropftrichters geniigend weit zu 
nehmen. Die Lésung farbt sich schon im Beginn der Opera- 
tion gleichzeitig mit der Ausscheidung von Chlorkalium rotlich. 
Nach beendigtem Zusatz der Kalilauge wird noch eine halbe 
Stunde stark gekocht. Vom Reaktionsprodukt wird der Alkohol 
und unverdndertes Chloroform aus dem Wasserbade abdestil- 
liert. Der neutral reagierende Riickstand wird mit heifem 
Wasser aufyenommen und im Dampfstrom destilliert, bis in der 
Lésung hdchstens noch Spuren von Indo! mit Hilfe der in der 
Kilte angestellten Nitrosoindolreaktion nachweisbar sind. Die 
Dampfdestillation muff in einem Zuge zu Ende gefiihrt werden. 
Falls das Wasser im Kessel erneuert werden muB, ist darauf 
zu achten, dafi die Losung im Destillationskolben nicht erkaltet. 
Sonst schlieBt das Harz, das sich wihrend des Ubertreibens 
abscheidet, betriichtliche Mengen des Aldehyds ein, welche nach- 
triglich schwer zu entfernen sind, und die Ausbeute wird ver- 
mindert. Die gegen Ende der Destillation vollkommen sich 
klarende Lésung wird sofort hei8 durch einen HeiBwassertrichter 
filtriert. Aus dem Filtrate scheiden sich beim Erkalten schwach 
gelb gefarbte, fast reine lange Nadeln des £-Indolaldehyds ab, 
welche ohne weitere Reinigung zur Kondensation mit Hippur- 
saure verarbeitet werden k6nnen. 
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Im Destillat wird in der in den Berichten der chemischen 
Gesellschaft beschriebenen Weise das unverinderte Indol vom 
Chlorchinolin getrennt und von neuem auf Aldehyd verarbeitet. 
Nach zweimaliger Wiederholung der Operation empfiehlt es sich, 
das durch Ausschiitteln mit Ather erhaltene Indol vor dem er- 
neuten Verarbeiten mittels Destillation im Dampfstrom zu rei- 
nigen, damit der Indolaldehyd in geniigender Reinheit auskry- 
stallisiert. Das oben erwiihnte Harz mu’ wiederholt mit Wasser 
ausgekocht werden und liefert so noch ansehnliche Mengen des 
Aldehyds. 

Bei Beachtung der angegebenen Vorschriften wurden aus 
100 g Indol etwa 28 g Indolaldehyd neben mehr als 35 g Chlor- 
chinolin erhalten. 


Kondensation von Indolaldehyd mit Hippurséure zum 
Azlakton. 


6 g Indolaldehyd, 8,5 g Hippurséure und 3,3 g frisch ge- 
schmolzenes Natriumacetat werden gut mit einander verrieben, 
mit 15 ccm Essigsiiureanhydrid tibergossen und 15 Minuten lang 
im kochenden Wasserbade erhitzt. Nach wenigen Minuten be- 
ginnt eine intensive dunkel-rotgelbe Farbung, die Masse schmilzt 
zusammen und erstarrt nach dem Erkalten zu einem festen, 
etwas harzigen Kuchen, der sich unschwer aus dem Kolben 
entfernen libt. Der Kuchen wird zuniichst mit lauwarmem 
Wasser wiederholt ausgezogen, dann mit etwa 1—2 | Wasser 
ausgekocht, in der Reibschale verrieben, nochmals ausgekocht 
und filtriert. Das abgesaugte Rohprodukt wog lufttrocken etwa 
S—10 g. 

Aus den Waschwiissern lassen sich etwa 1—1,5 g un- 
verinderter Indolaldehyd rein gewinnen. Ein Teil scheidet sich 
aus dem zum Auskochen benutzten Wasser beim Erkalten aus, 
beim Einengen dieser L6sung erhalt man eine zweite Krystal- 
lisation, eine dritte Fraktion laBt sich aus der mit Soda alka- 
lisch gemachten essigsauren Lésung durch Ather ausschiitteln. 
Siiuert man die ausgeschiittelte Lésung mit Schwefelsdure an, 
so scheiden sich noch etwa 2 g Hippurséure aus. Aus diesen 
Zahlenangaben ergibt sich, daf zwar ein Teil der angewandten 
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Substanzen nicht in Reaktion tritt, dai aber “ebenreaktionen 
nicht in Betracht kommen. 

Das rohe Azlacton wird gepulvert, im Vakuumexsikkator 
vollkommen getrocknet und am besten aus heifiem Chloroform 
umkrystallisiert. Die erste Abscheidung liefert etwa die Halfte 
des Rohprodukts in prachtvoll glanzenden, dunkelorangefarbigen 
Prismen, welche bei 202° zu sintern beginnen und bei 220° 
vollstindig schmelzen. Die Verbindung krystallisiert mit einem 
Molekiil Chloroform, das beim Erhitzen auf 100° entweicht. 
Aus der Mutterlauge laBt sich durch Einengen nur wenig weitere 
Substanz gewinnen. Durch allméhlichen Zusatz von absolutem 
Alkohol zur konzentrierten Chloroformlésung scheidet sich beim 
Verdunsten noch reichlich Azlacton aus. 


0.1881 g¢ lufttrockene Substanz: 0,3866 g CO, und 0,0577 g H,O. 
0,2908 » Substanz verloren beim Trocknen bei 98°: 0,0832 g Chloroform 
und lieferten 17,8 ccm N bei 18° und 752 mm Druck. 
0.1854 g bei 100° getrocknete Substanz lieferten 15,6 ccm N bei 20° und 
760 mm Druck. 
CigH,.N,O,, CHCl, Ber.: CHCl], 29,29; C 55,95; H 3,22; N 6,88 
(Mol.-Gew. 407,6). Gef.:  » 28,61; » 56,05; » 3,42; » 6,82 


CgH,.N,O, (Mol.-Gew. 2882). Ber.: N 9,74: Gef.: N 9,63. 


Aufspaltung des Azlactons zur ungesiattigten Sdaure: 
Indolyl-a-benzoylaminoacrylsiure. 


Das Azlacton wird mit der 100 fachen Menge 1°/oiger 
Natronlauge auf freier Flamme erhitzt, bis sich Ammoniak- 
entwicklung bemerkbar macht. Der ungelést gebliebene Riick- 
stand wird abfiliriert und in der gleichen Weise behandelt, bis 
nahezu alles geldst ist. Die vereinigten alkalischen Filtrate 
werden heifi mit verdiinnter Salzsiiure oder Schwefelsiure unter 
Umrihren versetzt, bis die Fliissigkeit auf Kongo reagiert. Die 
Saure fallt sofort in krystallinischen Drusen aus und wird nach 
eintégigem Stehen in der Kalte abfiltriert. Die in Wasser nahezu 
unlésliche Substanz wird aus etwa 70°/oigem Alkohol umkry- 
Stallisiert und scheidet sich in gliéinzend weilen Prismen mit 
aufgesetzten Pyramiden aus. Ihr Schmelzpunkt ist nicht ganz 
scharf. Sie farbt sich bei 228° gelb, schmilzt bei 232—234° 
und zersetzt sich bei 235° unter Gasentwicklung. 


to 
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0,1504 g im Vakuum getrocknete Substanz: 0,3878 g CO, und 0,0604 g H,0. 
0.1831 g, ebenso getrocknet: 14,6 cem N bei 20° und 757 mm Druck. 
C,H, .N,O3. Ber.: C 70,55; H 4,62; N 9,17 
(Mol.-Gew., 306,2). Gef.: » 70,32; » 4,47; » 9,09 
Die Aufspaltung des Azlactons erfolgt nahezu quantitativ, 
wenn man analysenreines Material verwendet. Man kann aber 
auch das rohe Azlacton in die ungesittigte Séure tiberftihren 
und diese erst durch Umkrystallisieren reinigen, ohne daf da- 
durch die schlieBliche Ausbeute verschlechtert wird. Durch 
kurzes Kochen mit Essigsdureanhydrid labt sich die Saéure in 
das Azlakton zuriickverwandeln, eine Reaktion, die zum Nach- 
weis der Siiure in kleinen Mengen uns wiederho!t im Laufe 
der Untersuchungen gute Dienste geleistet hat. 


Athylester der Indolyl-benzoylaminoacrylséure. 


In einem Versuche, in welchem das Azlacton nicht in 
der beschriebenen Weise durch Umkrystallisieren aus Chloro- 
form, sondern aus verdiinntem Alkohol gereinigt wurde, ent- 
stand auf folgende Weise als Nebenprodukt der Ester der 
Indolyl-benzoylaminoacrylsiiure: Das rohe Azlacton wurde mit 
60°/oigem Alkohol, der hierin unlosliche Anteil mit 90°/oigem 
Alkohol, das in Alkohol Unldsliche mit Aceton ausgekocht. Es 
hinterblieb schlieBlich ein in Aceton schwer léslicher Riickstand, 
der mit Alkohol und Natronlauge gekocht, dann mit Wasser 
und Schwefelsiiure gefallt wurde. Dabei schieden sich schone, 
atlasgliinzende Nadeln vom Schmelzpunkt 206° ab. 

Die Analyse ergab folgende Zahlen: 

0.1501 g im Vakuum getrocknete Substanz: 0,0711 g H,O und 0,3947 g CO,. 
0.1691 g Substanz gaben 12,8 ccm N bei 17° und 752 mm Druck. 
C,,H,.NyO,  -Ber.: © 71,81; H 5,44; N 8,38 
(Mol.-Gew. 334,2). Gef.: » 71,72; » 5,28; » 8,69 

DaB es sich bei diesem zufailig aufgefundenen Neben- 
produkt wirklich um den Ester der ungesittigten Saure handelt, 
der wohl erst durch Einwirkung des Alkohols auf kleine Mengen 
bei der Kondensation entstandene Séure gebildet und _ nicht 
leicht verseilt wurde, geht aus folgenden Reaktionen hervor. 

Kocht man die Verbindung mit starker Kalilauge am Riick- 
flubkiihler, so wird sie gelést, wobei etwas Ammoniak ent- 
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weicht infolge Zersetzung der Indolyl-benzoylaminoacrylsiure, 
Beim Abdestillieren geht Alkohol tiber, der mit der Jodoform- 
probe, der Aldehydprobe und durch das Auftreten des Geruchs 
nach Benzoesiureester beim Schiitteln mit Benzoylchlorid und 
Natronlauge nachgewiesen wurde. Keim Ansduern der alka- 
lischen Lésung fallt die Indolyl-benzoylaminoacrylsdure aus: sie 
wurde durch den Schmelzpunkt und die Uberfiihrung in das 
Azlacton mitte!ls Essigsaiureanhydrid identifiziert. 


Reduktion und Spaltung der Indolyl-benzoylamino- 
acrylsaiure. 


3,8 g bei 100° getrocknete Saure wurden in 120 ccm ab- 
solutem Alkohol auf dem Wasserbad am RiickfluBkiihler gelést. 
In die siedende L6sung wurden im Laufe einer halben Stunde 
12.5 g metallisches Natrium in kleinen Scheiben eingetragen. 
Zum Schlufi wurden weitere 20 cem absoluten Alkohols zu- 
gegeben und die Fliissigkeit 20 Minuten im Sieden gehalten. 
Darauf wurde nach Zusatz von 15 ccm Wasser nochmals 45 
Minuten gekocht. Die alkalische Loésung wurde im die fiinf- 
fache Menge Wasser gegossen und 3 bis 4mal mit Ather aus- 
geschiittelt. Der lige Atherriickstand wog trocken etwa 0,2 g 
und zeigte einen charakteristischen Geranium-Geruch. Er wurde 
nicht weiter verarbeitet. 

Die alkalische, vom Ather abgetrennte Lésung wurde mit 
Schwefelsiure bis zur Reaktion auf Kongopapier angesauert 
und nach eintiigigem Stehen im Eisschrank von einem betriicht- 
lichen Niederschlag abfiltriert. Das Gewicht der Abscheidung 
betrug trocken 1,05 g (R,). Sie besteht zum grofen Teil aus 
unverdndertem Ausgangsmaterial, wie ihr Verhalten gegen Essig- 
siureanhydrid beweist. 

0,5 g wurden mit 1,5 ccm Essigsiureanhydrid einige Minuten 
gekocht, wobei intensive rotbraune Farbung auftritt. Die LOsung 
wurde durch viel Wasser gefillt, der Niederschlag mit kalter 
!°/oiger Natronlauge verriihrt und nach mehrstiindigem Stehen 
abfiltriert. Er lieB sich nach dem Trocknen im Vakuum aus 
Chloroform umkrystallisieren und zeigte den Schmelzpunkt des 
Azlactons. Die von dem rohen Azlacton abfiltrierte alkalische 


* 


— 














~ eae 


EEE ——— - 





20 Alexander Ellinger und Claude Flamand, 


Losung gibt mit Schwefelséure einen Niederschlag, der zwar 
nicht analysenrein gewonnen wurde, der aber, wie aus folgenden 
Reaktionen hervorgeht, Benzoyltryptophan enthiélt. Kochte man 
0,5 g mit 10 cem konzentrierter Salzsiure (D = 1,19) 12 Stunden 
lang am RiickfluBktihler, so schied sich zunachst viel Harz ab, 
das abfiltriert wurde. Durch Ausschiitteln mit Ather lieBen sich 
einige Zentigramme einer Saure gewinnen, die, zunéchst aus 
Petrolither, dann aus Wasser umkrystallisiert, den Schmelz- 
punkt und unter dem Mikroskop das Aussehen der Benzoesiéure 
hatten. Die ausgeschittelte salzsaure LOsung wurde mit Tier- 
kohle gekocht. Dabei blieb alle organische Substanz in der 
Tierkohle. Aus dieser konnte aber durch wiederholtes Aus- 
kochen mit 70°/oigem Alkohol eine wenig gefirbte Losung er- 
halten werden, die in ausgezeichneter Weise die Glyoxylséure- 
und die Bromreaktion des Tryptophans gab. 

Das Filtrat von der Saurefallung (R,) wurde 4 bis 5mal 
mit Ather ausgeschiittelt, bis der Ather sich nicht mehr firbte. 
Das Atherextrakt wog trocken 0,58 g und erwies sich, in der 
gicichen Weise wie die Fillung R, gepriift, in der Hauptsache 
als ein Gemenge von wenig Indolyl-benzoylaminoacrylsiure 
und viel Benzoyltryptophan. 

Die mit Ather erschépfte Lésung wurde endlich noch drei- 
mal mit Essigiither geschiittelt, dabei gingen noch 0,17 g Sub- 
stanz in LOsung, die nicht weiter untersucht wurden. Nachdem 
die Loésung auf einen Gehalt von 5°/o Schwefelséure gebracht 
war, wurde sie mit Mercurisulfat gefallt und nach dem von 
Neuberg und Popowsky!) modifizierten Hopkins’schen Ver- 
fahren auf Tryptophan verarbeitet. Das Tryptophan schied sich 
zunichst mit Natriumsulfat verunreinigt ab. Durch dreimaliges 
Umkrystallisieren aus 50°/oigem Alkohol mit Zusatz von wenig 
Tierkohle gelang es aber schlieBlich ein analysenreines Priéparat 
zu erhalten, in welchem keine Spur Sulfat mehr nachweisbar 
war. Die Ausbeute betrug ca. 15°/o der Theorie. 

In seinem Aussehen unterscheidet sich das synthetische 
Tryptophan nicht von dem durch Verdauung erhaltenen. Es 
bildet seidenglanzende rhombische oder sechsseitige Plattchen. 


!) Biochemische Zeitschrift, Bd. I, S. 357 (1907). 
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Es ist, wie zu erwarten war, optisch-inaktiv und zeigt einen 
echwach siiBlichen Geschmack, ebenso wie E. Fischer und 
Warburg!) das racemische Leucin im Gegensatz zum natiir- 
lichen l-Leucin siiS schmeckend fanden. 
0.1276 g Substanz, im Vakuum getrocknet, gaben 0,3011 g CO, 
und 0,0706 g H,O. 
0.1304 g Substanz gaben 15,4 ccm N bei 22° und 764 mm Druck. 
C,HiN,O,  Ber.: C 64,64; H 5,92; N 13,75 
(Mol.-Gew. 2042). Gef.: >» 64,36; >» 619; >» 13,45 

Der Schmelzpunkt des racemischen Tryptophans ist ebenso 
wie der des optisch-aktiven kein scharfer. Bei langsamem Er- 
hitzen beginnt bei 240° eine Fiirbung, wihrend sich in den 
oberen Teilen des Kapillarréhrehens ein braunes Destillations- 
produkt niederschlagt. Bei 256° werden feine Tropfchen sicht- 
bar, bei 264° ist die Substanz voéllig geschmolzen. Bei 266° 
tritt Zersetzung unter Gasentwicklung ein. Wir fanden fiir ein 
mehrfach umkrystallisiertes Verdauungstryptophan, welches, in 
Normalnatronlauge geldst, die spezifische Drehung -+- 5,27° 
zeigte, welches also, falls man die von Abderhalden und 
Kempe?) bestimmte spezifische Drehung -+- 6,12° als die richtige 
ansieht, in geringem Grade racemisiert war, den Schmelzpunkt 
genau ebenso wie fiir das synthetische Produkt. 

Die Angaben tiber den Schmelzpunkt des Verdauungs- 
tryptophans in der Literatur schwanken innerhalb merkwirdig 
weiter Grenzen. Die Entdecker Hopkins und Cole geben 
252° an, Neuberg und Popowsky 273°, Abderhalden und 
Kempe 289° (korr.). Diese Differenzen vollkommen aufzuklaren, 
sind wir nicht imstande. Allers*) hat neuerdings bei der Ver- 
dauung ein inaktives, stif schmeckendes Tryptophan erhalten, 
fir welches er den Schmelzpunkt zwischen 256 und 268° fand, 
und ein von Neuberg‘) dargestelltes, durch Erhitzen mit Salz- 
siure racemisiertes Produkt schmolz bei 254—255°. Es mag 
also sein, dafi der Schmelzpunkt von der stereochemischen 
Konfiguration eine gewisse Abhingigkeit zeigt. DaB aber die Art 

') Ber. d. Deutsch. chem. Ges., Bd. XXXVIII, $. 4005 (1906). 

2) Diese Zeitschrift, Bd. LI, S. 207 (1907). 

*) Biochem. Zeitschrift, Bd. VI, S. 272 (1907). 

*) Biochem, Zeitschrift, Bd. VI, S. 276 (1907). 
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des Erhitzens von grdftem Einflusse ist, geht daraus hervor, 


dafi Herr Abderhalden, dem wir eine Probe unseres Priaparats 
iibersandten, den Schmelzpunkt bei raschem Erhitzen ca. 12° 
hOher fand, als wir bei langsamerem. Bei raschem Erhitzen 
konnten wir seine Angabe bestatigen. 

Zur Identifizierung des synthetischen Produkts mit dem 
Verdauungstryptophan  stellten wir weiterhin eine Reihe von 
Derivaten dar. Zumeist muBten wir uns freilich wegen Mangels 
an Material damit begniigen, die Ubereinstimmung des Aussehens 
unter dem Mikroskop und des Schmelzpunktes zu kounstatieren. 
Nur von dem Benzolsulfoderivat konnten wir auch wenigstens 
eine Stickstoffbestimmung ausfiihren. 


Benzolsulfo-d-Tryptophan 
(:,H,N — CH, — CH — COOH 
| 
NH — SO,—C,H, 


0,5 g d-Tryptophan wurden in Normalnatronlauge gelést 
und unter abwechselndem Zusatz von Benzolsulfochlorid und 
Natronlauge geschittelt bis zum Verschwinden des Geruchs 
nach Benzolsulfochlorid. Im ganzen wurden im Laufe von 
3/4 Stunden 35 cem Normalnatronlauge und 2,5 cem Benzol- 
sulfochlorid zugesetzt. Die alkalische LOsung wurde von einem 
unbedeutenden Niederschlag abfiltriert und mit Eisessig gefiillt. 
Die abgeschiedene Siure krystallisierte nach mehrstiindigem 
Stehen in der Kiéite in derben Nadeln. Durch Abfiltrieren er- 
hielten wir 0,61 g krystallinisches Rohprodukt, weitere 0,2 g 
konnten der Mutterlauge noch durch Ausschiitteln mit Ather, 
der zur Entfernung der Essigsiéiure mit Wasser gewaschen werden 
mub, entzogen werden. Die Reinigung gelang am besten auf 
folgendem Wege: Das etwas gefirbte Rohprodukt wurde in 
heibem Alkohol gelést, mit wenig Tierkohle gekocht und durch 
einen Heifwassertrichter filtriert. Zu der warmen, farblosen, 
alkoholischen Loésung wurde Wasser bis zum Auftreten einer 
bleibenden Triibung gesetzt. Durch Aufkochen wurde die Aus- 
scheidung wieder gelést; beim Stehen in der Kalte schieden 
sich die Krystalle farblos ab. Das zweimal in der beschrie- 
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henen Weise umkrystallisierte Produkt schmolz unter Zer- 
setzung bei 185°, 
0.2034 g, im Vakuum getrocknet, gaben 0.4397 g CO, und 0,0905 g H,0. 
C,,H,N.O,S  Ber.: C 59,27; H 4,70 
(Mol.-Gew. 344.2). Gef.: » 58,93; » 4,98 

Die Verbindung bildet ein ziemlich schwer lésliches Na- 
triumsalz. 

Benzolsulfo-r-Tryptophan. 

Die aus dem synthetischen Produkt in gleicher Weise 
hergestellte Benzolsulfoverbindung hatte genau den gleichen 
Schmelzpunkt. Die Stickstoffbestimmung wurde nach Kjeldahl 
ausgefiihrt. 

0.110 g Substanz verbrauchten nach Kjeldahl 6,2 ccm /10-Schwefelsiure. 
C,,H,.N,0O,S. Ber.: N 8,16 
Gief.: » 7,89 

Zur Erkennung sehr kleiner Mengen Tryptophan diirfte 
sich diese Verbindung wie kaum eine andere eignen. Etwa 
3 cg lieBen sich als Benzolsulfoverbindung noch isolieren, um- 
krystallisieren und durch den Schmelzpunkt identifizieren. 


8-Naphtalinsulfo-d-Tryptophan. 

Abderhalden und Kempe haben bereits die Kinwirkung 
von Naphtalinsulfochlorid auf Tryptophan untersucht und be- 
obachtet, daB sich, wenn man eine ziemlich konzentrierte L6sung 
von Tryptophan in Natronlauge mit der iitherischen Losung des 
Sulfochlorids nach der Vorschrift von EK. Fischer und Bergell’) 
schiittelt, sich schon wahrend des Schiittelns ein krystallinischer 
Niederschlag von Naphtalinsulfo-Tryptophannatrium bildet. Wir 
hatten gleichzeitig mit den genannten Autoren die gleiche Be- 
obachtung gemacht und kénnen ihre Angaben nach jeder Rich- 
lung bestitigen. Das Natriumsalz ist zweifellos bequemer rein 
zu erhalten als die freie Séure. Wenn es sich aber darum 
handelt, sehr kleine Mengen Tryptophan nachzuweisen, diirfte 
es sich gleichwohl melir empfehlen, die freie Saure darzustellen, 
weil man aus dem Reaktionsprodukt diese nach dem Ansiiuern 
durch Ather vollstindig gewinnen kann, wenn das Natriumsalz 
noch geldst bleibt. 


') Ber. d. Deutsch. chem. Ges., Bd. XXXV, S. 3779 (1902). 
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Die Reinigung der Saure erfolgte ebenso wie bei der Ben- 
zolsulfoverbindung, nur dafi zum Anséuern Schwefelsiiure benutzt 
wurde. Etwa abgeschiedenes Natriumsalz wurde in viel Wasser 
gelist und nach dem Ansiiuern mit Ather ausgeschiittelt. Die 
Siiure schmilzt bei 180°. 

0,188 g im Vakuum getrocknete Substanz gaben 0.4415 g CO, 
und 0.0875 g H,O. 
0,152 g Substanz verbrauchten, nach Kjeldahl! bestimmt, 
7,05 com ®/10-Schwefelsaure. 
C,,H,,N,0,S.  Ber.: CG 63,95; H 4,61; N 7,11 
(Mol.-Gew. 394,2). Gef.: » 64,04; » 5,18; » 6,95 

Vom r-Tryptophan wurden einige Zentigramme in der 
gleichen Weise mit Naphthalinsulfochlorid behandelt. Das Pro- 
dukt zeigte das gleiche Aussehen und den gleichen Schmelzpunkt. 

Naphtvlisocyanat-d-Tryptophan. 

0.5 ¢ d-Tryptophan wurden in 30 ccm ®/10-Natronlauge 
gelOstund mit0,6g Naphtylisocyanat geschiittelt. Nach 3/4 Stunden 
wurde filtriert, wobei etwa0,25¢ Naphtylharnstoff zuriickblieben. 
Auf Ansiiuern mit Schwefelsiiure fallt das Produkt gelatin6ds aus. 
Es wurde abgesaugt, mit warmem Ammoniak aufgenommen und 
hei} mit Eisessig gefiillt, wobei es sich in Nadelbiischeln ab- 
schied. Wir erhielten es analysenrein und in guter Ausbeute 
durch mehrmaliges Umfillen aus Aceton mit Wasser in der 
Kilte. Der Schmelzpunkt lag bei 158°, wiéhrend Neuberg, 
der die Verbindung jiingst kurz beschrieben hat, 159—160° 
fand. Das Naphtylisocyanat-Tryptophan ist ebenso wie die Phenyl- 
cvanat-Verbindung auferordentlich lichtempfindlich. Die Dar- 
stellung und Reinigung wurde deshalb nur bei schwachem Lampen- 
licht vorgenommen. Im Dunkelzimmer aufbewahrt, zeigte sie 
nach Monaten keine Verinderung des Schmelzpunktes. 


0.1515 g im Vakuum getrocknete Substanz verbrauchten nach Kjeldah| 
11,98 ccm /1o-Schwefelsiure. 
C,.H,,N,0, _Ber.: N 11,27 
(Mol.-Gew. 373,3). Gef.: » 11,07 
Auch die Naphtyleyanatverbindung laBt sich zum Nach- 
weis kleiner Tryptophanmengen verwerten. 3 cg synthetisches 
Tryptophan gaben die Verbindung vom gleichen Schmelzpunkt 


und Aussehen. 


































Studien iiber das Reduktionsvermoégen animalischer Faserstoffe. 
Von 


Gustav Ulrich. 


Mit 1 Kurvenzeichnung. 


(Der Redaktion zugegangen am 22. Januar 1908.) 


Wihrend schon vor lingerer Zeit zahlreiche Versuche 
iiber den Einflu{ oxydierender Substanzen auf Albumine und 
Albuminoide, so durch Adolph Schlieper,!) Gustav Guckel- 
berger?) u. a. m. angestellt wurden, gestatten erst spitere 
Arbeiten, wie z. B. jene von Seemann,*) Kutscher und See- 
mann,*t) V. Firth,5) F. N. Schulz®) und a. m. weitere Ein- 
blicke in die komplizierten Vorgiinge, welche bei der Oxydation 
der EiweiBkorper statthaben. 

F. Breinl und O. Baudisch’) beschrieben in jiingster 
Zeit den Abbau der Keratine durch Einwirkung von Wasser- 
stoffsuperoxyd auf menschliche Haare und stellten hierbei die 
sich bildenden Abbauprodukte fest. 

Das Keratin der Wolle wurde gleichfalls wiederholt in 
seinem Verhalten gegentiber Chromsiure studiert; so haben 
Knecht’) und Nietzki®) die Umwandlung der Chromsiure 
in niedrige Oxydationsstufen des Chroms in Gegenwart von 
Wolle auf die reduzierende Wirkung der durch Hydrolyse ge- 


‘) Annalen fiir Chemie (1846), Bd. LVI, S. 3. 

*) Annalen fiir Chemie (1848), Bd. LIX, S. 39. 

5) Diese Zeitschrift, Bd. XLIV, S. 229. 

*) Zentralblatt fiir Physiol., Bd. XVII, S. 715. 

’) Beitriige zur chem. Physiol. u. Pathol., Bd. VI, 5. 296. 
°) Diese Zeitschrift, Bd. XXIX, 8. 86. 

*) Diese Zeitschrift, Bd. LIT, 5. 159. 

*) Dr. Lehne, Firberzeitung, Bd. I, 1889/90, 5. 115. 


/ 


*) Dr. Lehne, Farberzeitung, Bd. 1, 1889/90, S. 205. 
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bildeten Spaltungsprodukte dieser albuminoiden Faser zurtick- 
gefiihrt. Auch Last!) weist mit Recht, gleich manchen anderen 
der auf diesem Gebiete arbeitenden Forscher, auf das Re- 
duktionsvermégen der Wollsubstanz hin. 

Scurati-Manzoni?) sucht im Gehalt an Schwefel des 
Keratins die Ursache des reduzierenden Einflusses dieses Al- 
buminoids, eine Beobachtung, welche durch F. Breinl! und 
O. Baudisch*) eine Bestitigung findet, indem auch diese For- 
scher durch Wasserstoffsuperoxyd den gesamten Schwefel des 
Cystins zu Schwefelsiiure zu oxydieren vermdgen. 

Die Bildung von Chromverbindungen mit der Fasersub- 
stanz dient seit langem zur Herstellung von Farblacken auf 
der genannten Faser. Man beniitzt hierzu in den meisten Fallen 
Salze der Chromsiiure, welche auf der Faser weitgehend oder 
ganz durch Reduktion in Chromoxydverbindungen tibergefiihrt 
werden. 

Um die Reduktion der Chromsaéure wiihrend dieses Pro- 
zesses in kurzer Zeit durchzuftihren, wurden eine Reihe von 
Substanzen zur Anwendung empfohlen; den meisten derselben 
kommt die Aufgabe zu, die Chromsaéure, nachdem diese von 
der Fasersubstanz aufgenommen wurde, in Chromoxyd-Ver- 
bindungen, welche einer Lackbildung mit dem aufzufarbenden 
Farbstoff befiihigt sind, zu tiberfiihren. Manche dieser Sub- 
stanzen wirken aufer Zweifel energisch reduzierend. ‘So die 
Salze der schwefeligen Saure, die Knecht*) bereits vor langerer 
Zeit hierzu empfohlen hat. Eine &hnliche Wirkung kommt auch 
der Milchsiiure in Gegenwart von anderen Sauren zu. Die 
Ameisensiiure, ein Reduktionsmittel von vorziiglicher Wirkung, 
erschien fiir diesen Zweck gleichfalls wertvoll. 

Bei all den genannten Korpern ist in der Tat schon an 
dem mehr oder minder erfolgenden Farbenumschlag von Gelb, 
bezw. Braun nach Griin der mit Chromsauresalzen behandelten 
Wolle die eintretende Reduktionserscheinung zu erkennen. In- 


') Dr. Lehne, Farberzeitung, Bd. VIII, 1897, S. 181. 

?) Leipziger Monatsschrift f. Textilindustrie, Bd. IX (1894), S. 155. 
*) Diese Zeitschrift, Bd. LII (1907), S. 165. 

‘) Dr. Lehne, Firberzeitung, Bd. I, 1889/90, S. 117. 
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wieweit jedoch die Fasersubstanz in ihrem reduzierenden Ein- 
flusse jenem der genannten Substanzen tiberlegen ist, ist, da die 
Summe von Vorgiingen, welche unter dem Namen «Beizprozeb » 
yusammengefafit werden, eine durchaus nicht kleine ist, schwer 
festzustellen. 

Ich habe bereits auf Einzelheiten dieser Prozesse') gleich 
Knecht, Suida u. a.m. hingewiesen. 

Der allbekannte Vorgang, die Wolle mit Kaliumbichromat 
und Schwefelsiiure zu behandeln, fiihrt, wie in der Praxis der 
Fiirberei gelibt, zu einer Fixation von Chromsaure- und Chrom- 
oxydverbindungen auf der Faser; die Farbe der so behandelten 
Wolle ist mehr oder weniger braun, so daB Nietzki?) der 
Meinung Ausdruck verlieh, man hatte es hier mit der Bildung 
eines Chromchromats oder fhnlichen Verbindungen zu tun. 

Wie eine einfache Versuchsreihe lehrt, ist man durch 
geringe Erhodhung der Schwefelsiuremenge wiihrend des Beiz- 
prozesses leicht imstande, zu einer durch den Griinstich der 
Farbe als wenigstens der Hauptsache nach Chromoxydver- 
hbindung aufweisenden Faser zu gelangen. Diesbeziigliche Ver- 
suche wurden mit je 5 g entfetteter und gut gewaschener 
Wolle®) mit 1!/2°/o*) Kaliumbichromat und 2, 4, 6 und 8°/o 
konzentrierter Schwefelsdéure bei ca. 100° C. wiihrend 11/2 Stun- 
den bei einem Gesamtvolumen von 250 ccm der Fliissigkeits- 
menge ausgefiihrt. Bereits ein Zusatz von 4°/o Schwefelsiure 
bedingte —- soweit die Griinfarbung der so behandelten Wolle 
es erkennen lifit — eine nahezu totale Reduktion der Chrom- 
saure, welche Reduktion diesfalls nur auf Kosten der Faser 
erfolgt sein kann. Die durch die Siiure bedingte langsam fort- 
schreitende Hydrolyse der Fasersubstanz bewirkt durch die 
hierbei gebildeten Spaltungsprodukte die allmahliche Reduktion: 


*) Jahresbericht d. k. k. Lehranstalt f. Textilindustrie in Briinn, 
1906/07, S. 25. 

*) Dr. Lehne, Farberzeitung, Bd. I, 1889/90, 5. 205. 

) Die Wolle wurde erst mit destilliertem Wasser gewaschen, ge- 
‘rocknet und hierauf mit Ather extrahiert; sie zeigte einen Aschegehalt 
von 0,56°/o und enthielt 10,63°/o Wasser. 

*) Die Prozentangaben beziehen sich auf das Wollgewicht. 
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dafi die Schwefelséure nicht als Hilfsbeize im Sinne der oben 
erwihnten Deutung aufgefabt werden kann, bedarf keiner be- 
sonderen Begriindung. 

Analoge Resultate werden auch in Gegenwart von Essig- 
siure gewonnen, vorausgesetzt, dafi die Menge der Saure eine 
entsprechende ist. 

Von den zurzeit wohl am meisten verwendeten, zur Re- 
duktion der Chromsiiure dienenden Substanzen diirften Ameisen- 
siure und Milchsiiure in erster Linie in Frage kommen. Das 
Studium ihrer Reduktionswirkung hatte daher besonderes Inter- 
esse. Einiges iiber die erstere der genannten Sauren sei im 
Nachstehenden berichtet: 


Amelisensidure. 


Theodor Schmidt!) hat auf meine Veranlassung hin 
zuniichst die Kinetik der Ameisenséure-Chromsaure-Reaktion 
studiert. Eine Reihe von Reagenzglasversuchen, welche ich aus- 
fiihrte, haben ergeben, dafi durch Ameisenséure je nach Kon- 
zentration eine rasch bis langsam verlaufende Reaktion der 
Chromsiure statthabe. Diese Erscheinung war nach den Ar- 
beiten Liebens?) und anderer zu erwarten. Der genannte 
Forscher begriindet die Verwendung alkalischer Loésungen bei 
Bestimmung von Ameisenséure mit Hilfe von Kaliumperman- 
ganat damit, daB in saurer Lésung der Verlauf der Reaktion 
ein sehr langsamer wiire. Bei einer Temperatur von 18—20° C. 
bedarf es, bei einer Konzentration von 0,4 g CrOQ, im Liter, 
grofer Mengen Ameisensiiure, um eine verhaltnismafig sehr 
allmihlich verlaufende Reduktionserscheinung hervorzurufen. 

Mit der von A. Moulin®) beschriebenen kolorimetrischen 
Methode, welche sich auf Beobachtungen P. Cazeneuves’*) 
stiitzt, wurden Zahlen gewonnen, welche den Verlauf der Re- 


') Inauguraldissertation 1907, k. k. technische Hochschule, Wien. 
*) Monatshefte fiir Chemie, Bd. XIV (1893), S. 746. 
3) Bull. Soc. Chim. Paris (3), Bd. XXXI, S. 295. 
‘) C. vr. d. l’Acad. des sciences, Bd. CXXX, S. 1478 u. 1561. 
Bull. soc. Chim. Paris (3), Bd. XXIII, S. 592. 
Journ. Pharm. Chim. (6), Bd. XII, S. 150 u. 156. 
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aktion zwischen Chromséure und Ameisensdéure gemaf den 
af folgenden Kurvenbildern?) erkennen lassen. 
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Uber die Durchfiihrung dieser Versuche soll an anderer 
Stelle ausfiihrlich berichtet werden; hier sei nur — wie aus 





') Siehe Beilage. 
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den beiliegenden Kurvenbildern ersichtlich — soviel gesagt, 
dafi verhiiltnismifig sehr hohe Mengen an Ameisensiure erst 
einen halbwegs rascheren Reaktionsverlauf bedingen. 

Aber auch héhere Temperaturen bis zu 100° C. bewirken 
bei Konzentrationsverhiltnissen, wie sie fiir den Beizprozel; 
in Frage kommen, kaum einen wesentlich rascheren Reaktions- 
verlauf. So fand Theodor Schmidt!) ftir 0,2 g CrO, auf 
300 ccm Gesamtvolumen nach einstiindigem Kochen bei Ver- 
wendung von: 

0414 ¢ Ameisensiiure an zuriickbleibender Chrom- 

siiure (berechnet auf das urspriinglich in Anwen- 


dung gebrachte CrO,) . . . 2. 0 «©» 2 © © © «© + 98,70 %o 
eo!) ee ee 
10 » ' i+ ea eo +t ee ok Ss & ea eee 
15 » > te Sw © 6 ee ee + ee 
20) » . i pe SOE ee ge me te ee ak we 
5O » p ole & ae eae ae Bear Se 
HO » ‘ ae so O14 %/o 


Die zuletzt genannten Zahlen zeigen, dab trotz hoher 
Siuremengen (iiber 500 Molekiile auf ein Molekiil Chromsdaure) 
eine totale Reduktion bei ca. 100° C. in der angegebenen Zeit 
nicht zu erreichen ist. 

Unter der Annahme, dafi 2 Molekiile Chromtrioxyd (0,2 g) 
von 9 Molekiilen Ameisensiiure (0,414 g) bei einem Gesamtvo- 
lumen von 300 ccm gemaéf der Gleichung: 


2CrO, +- YHCOOH = Cr,(HCOO), +- 3CO, ++ 6H,0 
reduziert wiirden, hat Schmidt eine Reihe von Bestimmungen 
der restierenden Chromsaure bei verschiedener Kochdauer aus- 
gefiihrt. Die auf die urspriingliche Menge an CrO, berechnete 
zuriickbleibende Chromsiiure betrug nach: 


1 Stunde. ..... . 98,05 %o 
3 Stunden..... . 94,80°o 


5 * ae on ae ee 90,55 910 
6 > toes « o ee 
GS » vee, 


') Wie oben. 
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Waren 10 Molekiile Mineralsiure zugefiigt, so lieBen sich 
nach 8 stiindiger Kochdauer noch immer 72,95°/o, bei Ver- 
wendung von 50 Molekiilen Mineralsiure 46,55°/o CrO, nach 
gleicher Versuchsdauer nachweisen. Ja selbst die Zugabe von 
{00 Molekiilen Mineralsiiure vermochte, unter sonst gleichen 
Versuchsbedingungen, den ProzeB nur derart zu beschleunigen, 
daB noch immer 38,50°/o CrO, mit Hilfe der jodometrischen 
Methode nachweisbar blieben. Schmidt!) zeigt also, dab auch 
bei ca. 100° C. eine Reduktionsbeschleunigung tibereinstimmend 


mit meinen Versuchsergebnissen bei 18—20° C. erst in stark 
saurer Losung eintritt. 


Versuche in Gegenwart von Wolle. 


Versucht man Wolle mit Saéuren zu behandeln, so wird 
von diesen, wie verschiedene Forscher zeigten, ein Teil von 
der Faser aufgenommen und auch festgehalten. 

P. Gelmo und W. Suida?) haben gleich Mills und Taka- 
mine,*) wie Fiirstenhagen und Appleyard,‘) KE. Knecht,°) 
endlich F. Brein|*) die Aufnahme der Sauren durch Wolle stu- 
diert. Einige dieser Forscher sind hierbei unter der Bertick- 
sichtigung, da Spaltungsprodukte der Fasersubstanz die Be- 
stimmungen beeinflussen, zur Uberzeugung gekommen, daf die 
Faser nur in der Kilte mit gemessenen Mengen Siiure behandelt 
werden diirfe. 

Bei genauer Einhaltung der Versuchsbedingungen fiihrte 
ich die Versuche unter Beriicksichtigung der Verhiltnisse, wie 
sie fiir den BeizprozeB in Frage kommen, bei ca. 100° C. aus 
und gewann Werte, die, wenn sie auch nicht als absolute 
Zahlen anzusprechen sind, doch fiir die einzelnen Versuchs- 
reihen als vergleichbare Nahrungswerte dienen diirfen. 


') Wie oben. 
*) Sitzungsber. d. kaiserl. Akademie d. Wissenschaften in Wien, 
Mathem.-naturw. Klasse, Bd. CXIV, Ab. II b, Mai 1905. 
*) Journ. Chem. Soc. 1883, S. 142. 
*) Journ. Soc. Dyers and Colourists 1888, S. 104. 
*) Chem. Zeitung 1888, S. 1171. 
*) Zeitschrift f. angew. Chemie, 1888, S. 690. 
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Ich zeigte bereits an anderer Stelle!) den EinfluB, wel- 
chen die Gegenwart von Natriumsulfat fiir die Aufnahme der 
Sauren, speziell der Ameisenséure, bedingt und erhielt dort fiir 
Schwefelsiiure Zahlenwerte, welche mit jenen, die Knecht?) 
seinerzeit mitteilte, eine befriedigende Ubereinstimmung zeigen. 
Diese Untersuchungen ergaben gleich anderen,*) wie sehr die 
Gegenwart der Salze die Aufnahme der Séuren durch Wolle 
beeinfluBt. 

Um diesen Einflu8 der Salze nach Tunlichkeit auszuschliefen, 
wurde deshalb an Stelle eines Salzes der Chromsiure letztere 
selbst verwendet. 

Dementsprechend ist bei samtlichen Versuchen aubfer 
Ameisensiiure nur noch Chromsaure zur Verwendung gelangt, 
und zwar in der Weise, dafs die Wolle (5 g) bei 250 ccm Ge- 
samtvolumen in einem mit Riickflu{bkiihler versehenen Kolben 
wiihrend der fallweise angegebenen Zeit gekocht und dann dem 
Bade sofort entnommen wurde. 

Unter der Voraussetzung, Ameisensdéure reduziere die 
Chromsiiure in der Weise, daB die erstgenannte Saure zu Kohlen- 
dioxyd und Wasser umgebildet werde, stellte ich dementsprechend 
folgende Versuche an: 

















Tabelle 1. 
In Anwendung gebrachte Verbrauchte cem 1/10- 
Ver- | Wolle Mengen an n-NaOH f. 100 ccm 
suchs- bed Ameisensdure | Chromsdure Fliissigkeit nach 
Nr. * Tin Prozenten auf das Wollgewicht | !*/2stiindigem Kochen 





5 0,69 | oe 1,06 
5 0.69 | 1 1,00 


bo 
t 











Rechnet man die verbrauchte !/10-n-Natronlaugenmenge 
als Ameisensiiure, ein Vorgang, der, da nicht vollig den Tat- 
sachen entsprechend, hier nur des besseren Vergleiches wegen 
erfolgt, so ergibt sich, da® im Versuche Nr. 1 34,7°/o, im 

4) Branner Monatsschrift f. Textilindustrie, Bd. XIV, S. 132. 


*) Chemikerzeitung 1888, S. 1171. 
‘, Hallitt Journ. of the Soc. Dyers and Colourists, Bd. XV, 1899, 8. 30. 
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Versuche Nr. 2 28,6°/o Ameisensiure von der urspriinglich 
verwendeten Ameisenséure in der Fliissigkeit verblieben sind. 
Demnach hat die Wolle 65,3 bezw. 71,4°/o Ameisensiiure auf- 
genommen.') Es ist hieraus schon der verhaltnismaBig geringe 
Anteil der Ameisensiiure an dem Reduktionsvorgange der Chrom- 
sfiure, selbst wenn diese nur teilweise erfolgte, ersichtlich. Die 
Chromsiiuremenge in der Flotte betrug fiir Versuch 2 nach 
Moulin?) bestimmt: 0,0004364 g CrO, per 250 ccm. Die er- 
hihte Aufnahme von Ameisensaure in Gegenwart von Chrom- 
siiure durch die Faser ist wohl auch auf die weitergehendere 
hydrolytische Spaltung der letzteren zuriickzufiihren. 

Die Wiederholung dieser Versuche mit der doppelten Menge 
an Ameisensaure — also 1,38°/o (auf das Wollgewicht berech- 
net) — bot ein analoges Bild, das gleichfalls zur Annahme 
einer nur hochst geringfiigigen Anteilnahme der Ameisensiiure 
am Reduktionsprozesse fiihrte. 


Tabelle 2. 











Ver [In Anwendung gebrachte Zur Neutralisation von 
tT 1 Wolle Mengen an 100 ccm d. restieren- 
suchs- ; s _ s den Fliissigkeit wurden 
Ameisensiure | Chromsaure sosuena 
Ny ing |. | vetbraucht ccm 
— in Prozenten auf das Woilgewicht ‘/1o-n-NaOH 
3 ) 1,38 | a 2,175 
4 d 1,38 | 1 1,97 











Rechnet man wieder die dieser Natronlauge entsprechende 
Menge als Ameisensaure, so scheint es, dai im Versuche Nr. 4 
2349/9 Ameisensiiture mehr als im Versuche Nr. 3 von der 
urspriinglich verwendeten Ameisenséure verbraucht wurden. 
Im ganzen hat die Wolle annahernd ca. 64,69 0/) resp. 67,03 °/o 
Ameisensdure aufzunehmen vermocht, gleichgiiltig, ob in Gegen- 
wart von Chromsiure oder ohne dieser (siehe Versuch Nr. 3) 
gearbeitet wurde. Die Reduktion der Chromsaéure war bei 


') Naturgemaf ist in der genannten Prozentzahl auch jene Ameisen- 
siuremenge, welche von den Spaltungsprodukten der Fasersubstanz neu- 
tralisiert wurde, eingeschlossen. 

7) wie oben. 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. LV. 
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Versuch Nr. 4 vollig eingetreten. Einerseits lief die Farbe 4 
der so behandelten Wolle, anderseits die nach Moulin unter- ‘ 
suchte restierende Fliissigkeit — es wurde keine Chromsiure ‘ 
gefunden — darauf schliefen. : 

Die oben beobachtete Mehraufnahme an Ameisensiiure war j 
aber, wie folgende Versuchsreihe (Tabelle 3) lehrt, auch dann : 


zu konstatieren, wenn die Wolle mit Chromsdurelésung bis zur 
volligen Reduktion dieser wihrend 6 Stunden gekocht wurde, 
worauf erst der Zusatz der Ameisensdure erfolgte. 


Tabelle 3. 











Vor Ge- In Anwendung gebrachte Zur Neutralisation von 
wicht Mengen an 100 ccm der verblie- 
suchs-]| der , . - bene osung 
pamenth P~4 Ameisensaure Chromsaure enen Lésung wurden 
Nr Wolle verbraucht ecm 
= ing Jin Prozenten auf das Wollgewicht ‘+o-n-NaOH 
5) 5 1,38 *) | — 2,66 
6 5 1,38*) | 1 2,45 











*, Nach 6stiindigem Kochen der abgekihlten Flissigkeit hinzugefiigt. 


Das Gesamtvolumen betrug zum Schlusse der Operation 
250 cem. 

Bei dieser Versuchsanordnnng erscheint es vollig ausge- 
schlossen, dafi Ameisensaure zur Reduktion gedient haben sollte. 
Der Mehrverbrauch betragt, wenn die verbrauchte !/10-Normal- 
lauge als Ameisensaure gerechnet wird, 3,4°/o der Gesamtsiure- 
menge; demnach sogar eine grObere Menge als bei der zweiten 
Versuchsreihe, so dafi angenommen werden kann, die Ameisen- 
siiure wirke fast nicht reduzierend, vielmehr sei die Reduktions- 
erscheinung durch die Fasersubstanz nahezu allein bedingt. 

Nach den UntersuchungenSj6qvists')undspeziell Bredigs?) 
und Winkelblechs*) ist das Vorhandensein eines Gleichgewichts- q 
zustandes zwischen EiweiS, Wasser und Siaure fiir die jeweilige 
Konzentration anzunehmen. Dieser Gleichgewichtszustand mub 


') Arch. f. Physiol., Bd. V, S. 277 (1894). 

*) Zeitschrift f. Elektrochemie 1899, Nr. 2. ; 

) Zeitschrift f. physik. Chemie, Bd. XXXVI (1901), S. 546. 1 
Vgl. Cohnheim, Chemie der Eiweifkérper, 1904, S. 109. q 
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durch die Gegenwart der Chromsiure, falls diese auf die Ameisen- 
sjiure oxydierend einwirken sollte, wesentlich verandert werden, 
was, wie aus den im Nachstehenden mitgeteilten Versuchsreihen 
zu ersehen, nicht der Fall ist. 

Je 5 g Wolle wurden unter den in nachstehender Tabelle 
Nr. 4 gekennzeichneten Bedingungen 3 Stunden gekocht, bei 
den Versuchen Nr. 9—12 nun je 100 cem der Fliissigkeitsmenge 
entnommen, diese durch Zugabe von destilliertem Wasser wieder 


erginzt und hierauf die Einwirkung auf die Fasersubstanz wih- 


rend einer Stunde bei ca. 100° C. fortgesetzt. 
Tabelle 4. 








. Woll | isis | Ange- 100 ccm riickbl. 100 ecm riickbl. 
Ver- | Woll- — wendete Fliissigkeit bené- Flissigkeit bend- 
suchs- menge wendete Menge tigen nach age nach wei- 
— | = " ‘ terem 1 stind. 
Chrom- 3stiind. Kochen Kochen cem 


Nr. in g | Menge Saure : , 
| siure cem %/1o-n-NaOQH = '/1o-n-NaQH 





7 5 | 2,5°% HCOOH —_— — | 6,87 
8 5 | 2,5%,o 1°. CrO, — | 6,36 
y 5) 2,5 Jo > _ 7,32 | 4,70 
10 5 (25% >» 1°/o CrO, 6,20 | 4,25 
if 5 | 3,47°%0C,H,O,, — 8,96 | 5,83 
12 5 _— 1°Jo CrO, 8,65 5,40 


Ware die Ameisensiure zur Reduktion von Chromsaure 
verbraucht worden, dann miiBbte die Differenz zwischen Versuch 
\r. 9 und 10 eine wesentlich gréfere sein, zumindestens aber 
gegeniiber den Versuchen mit Essigséure wesentlich abweichen, 
was nicht der Fall ist. Die Entnahme der Flissigkeitsmenge 
nach 3-stiindigem Kochen bedingt gleichfalls bei Versuchen mit 
oder ohne Chromsaure keine in die Augen springenden Unter- 
schiede in den zuriickbleibenden Saéuremengen. 

War bei den vorstehenden Versuchsreihen mdglichst auf 
die in der Technik tatsachlich verwendeten Mengen an Sauren 
hiicksicht genommen, so soll im Nachstehenden gezeigt werden, 
dal selbst groBe Mengen Chromséure neben entsprechenden 
Prozentsiitzen Ameisensiure letztere nicht zu oxydieren ver- 
mogen. 

3* 
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Vier je 5 g schwere Kammgarnstrahnchen wurden wahrend 

5 Stunden bei einem Gesamtvolumen von 250 cem mit den in 

nachstehender Tabelle (Nr. 5) genannten Agenzien gekocht, 

50 ecm der L6sung entnommen und nach Hinzufiigen von 50 cem 

Wasser die Versuche noch wihrend 3 Stunden weiter gefiihrt. 
Tabelle 5. 











Angewendete Je 50 ccm der riickbleibenden 
Ver- Wolle Mengen an Flissigkeit bendtigen ccm 
suchs- Ameisen-| Chrom- ‘fete NaO8 nach 

Nr in g siure | séure Sstiindigem | 8stiindigem 

ais % | % Kochen Kochen 

| | 

13 i) 345 | = 4,55 | 3,76 

14 5 345 |  B*) 2,80 | 247 

15 5 69 | — 10,40 | 8,57 

16 5 69 | 10%) 6,80 | 5,17 











*) Nach Sstiindigem Kochen waren im Versuche Nr. 14 0,00025 ¢ 
Chromsadure, im Versuche Nr. 16 0,00625 g Chromséure (als CrQ, ge- 
rechnet) in 250 ccm nachweisbar; nach 8stiindigem Kochen fand sich 
keine Chromséure mehr vor. 

Die gewiihlten Prozentsatze von Ameisensiiure und Chrom- 
siiure entsprachen der bereits eingangs zitierten Gleichung: 

3 HCOOH -+- 2 CrO, = Cr,0, + 3 CO, + 3 H,0. 

Es hiitte demnach die gesamte Menge an Ameisensiure 
verbraucht werden miissen, was die ausgefiihrten titrimetrischen 
Bestimmungen nicht bestatigen. 

Die durch Entnahme von 50 ccm der Losung_ bedingte 
Gleichgewichtsst6rung labt gleichfalls erkennen, dab auber Zweite! 
der grobte Teil der Ameisensiéure nach &-stiindiger Kochdauer 
noch vorhanden war. 

Da die Titration, wie oben bemerkt, nur Naherungswerte 
ergeben kann, wurde die Bestimmung der Ameisensiure auf 
andere Weise gleichfalls versucht. 

Die von Skala’) beschriebene Methode der Bestimmung 
von Ameisensiiure hat spaéter Lieben®) nachgepriift. Sie gibt 


1) Gazz. chim., Bd. XX, S. 393; Berichte der Deutsch. chem. Ges., 
Bd. XXIII, 3, S. 599. 
*) Monatshefte f. Chemie, Bd. XIV (1893), S. 746. 
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fiir den vorstehenden Fall, wie ich fand, ziemlich brauchbare 
Resultate. Lift man 50 cem einer Abkochung von Wolle mit 
\Wasser das eine Mal ohne, das andere Mal mit Natriumformiat 
auf Sublimatldsung wiahrend 6 Stunden bei Wasserbad-Tem- 
peratur einwirken, so waren im ersteren Falle 0,043 g, im 
zweiten Falle 1,0839 g Hg,Cl, gebildet worden; demnach waren 
bei dem zweiten der Versuche 1,0409 g Kalomel durch das 
Formiat entstanden. 
In Anwendung waren: 0,1012 g HCOOH gebracht, 
gefunden wurden: 0,10165 g. 

Wenn nun auch diese Methode infolge der nicht genau 
ermittelbaren in LOsung gegangenen Spaltungsprodukte der Woll- 
faser priizise Zahlen fiir die noch in der Flissigkeit enthaltene 
Ameisensaéure nicht gewinnen lift, so ist mit ihrer Hilfe doch 
ein ungefiahrer Einblick in den Verlauf des Reduktionsprozesses 
modglich. Die Werte sind in der folgenden Tabelle Nr. 6 zu- 
sammengestellt. 


Tabelle 6. 


Nach Sstiindiger Kochdauer ausgefiihrte Bestimmungen. 

















—_——— —— | ——_ - « i ——— — ________—_—_] 
} | : ‘ 

| . - | . 5 | : ee 
Ver- 18 Kalomel Der Kalomelmenge 8 Ameisensiure in 'g Ameisensdure 








snene. ft 60 com enteprqeneien = pic sane am gerechnet nach 

_Flissig-  Ameisensdure | kérper der Wolle \der Titration mit 

Nr. | keit in g f. 250 ccm |gebildeten Kalomels| /1o-n-NaOH 
: : : : 

(3 | 02596 | 0116765 |  0,087417*) 0,08651 

é | 0.2098 0.102475 | —_-0,069953 *) 0,05681 

[5 = 0,4473 0218425 0,189077 *) 0.19711 

16 -0,8419 0166955 | 0134433 *) 011891 


*) Annihernd. 

Die Differenzen zwischen den beiden bestimmungsmethoden, 
welche namentlich bei den Versuchen, bei welchen Chromsaure 
verwendet wurde, sich ergeben, sind aufer Zweifel in beiden 
Mallen auf den Einflu8{ der Spaltungsprodukte zuriickzufiihren. 

Nach erneutem 1-stiindigem Auskochen der Wollstrahnchen 
mit 250 cem destilliertem Wasser sind die in der nachstehenden 
Tabelle Nr. 7 angefiihrten Bestimmungen erzielt. 
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Tabelle 7. 











Versuchs-. g Kalomel 8 Ameisenséure in ° g Ameisensidure 
si ie cata 250 ccm, entsprechend gerechnet nach der 
Nr. eames der gefundenen Menge Titration mit 
Fliissigkeit an Kalomel ‘/19-n-NaOH 
13 0.08314 0,04058 | 0,03358 
14 0,0888 0,04336 | 0,03726 
15 0,1017 0,04966 | 0,05612 
16 0,1273 0,06202 | 0,07429 


Von einem Abzug des durch die Spaltungsprodukte der 
Wolle gebildeten Kalomels mufte diesfalls abgesehen werden. 

Das Vorhandensein des grofen Anteils der in Anwendung 
gebrachten Ameisensiiure auch nach der Umwandlung der Chrom- 
siure in Chromoxydverbindungen deutet bei dieser Versuchs- 
reihe gleichfalls auf die auBberst geringe Anteilnahme der Amei- 
sensiiure am Reduktionsprozesse hin. 

Kocht man Wolle wahrend 8 Stunden nur im Wasser 
(Versuch Nr. 17), bezw. mit 10°/o Chromsiure (als CrO, gerechnet) 
(Versuch Nr. 18), so lieben sich im Versuche Nr. 18 noch 
0,005 g CrO, in der Flissigkeit (per 250 ccm) nachweisen. 
Die so behandelte Wolle wurde nach dem Trocknen neuerdings 
mit je 3,45°/o Ameisensidiure wihrend einer Stunde gekocht und 
in der restierenden Fliissigkeit der Séuregehalt bestimmt. 


Tabelle 8. 

















Ver- ccm '/10- g Ameisensdure in — Kalomel lg Ameisensaure 
n-NaOH per 250 ccm, gerechnet aus fi | in 250 ccm, 
suchs- 100 ecm dem Verbrauch an “ entsprechend der 
Nr. Fliissigkeit | ccm '/1o-n-NaOH 50 ccm | Kalomelmenge 
17 9 96 0.11454 0.2895 = 014039 


18 800 0,09203 0.2223 => 010355 
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Die durch Chromsiure weitergehend veranderte Faser- 
substanz hat wesentlich mehr Ameisenséure aufgenommen, als 
die nur mit Wasser behandelte Faser, genau in gleicher Weise, 
als dies friiher bei direkter Zugabe der Ameisensiiure zur Fliissig- 
keit erfolgte. 

Aus allen den im Vorstehenden mitgeteilten Versuchen 
geht klar hervor, daB die Chromsdaure ihrerseits eine erhdhte 
Aufnahme der Ameisensiure bedingt, was auber Zweifel auf 
eine weitergehende Spaltung der Fasersubstanz zuriickzuftihren 
ist. War nun die Ameisenséure am ReduktionsprozeB nicht 
beteiligt, so mute bei Verwendung steigender Mengen Chrom- 
siiure nach dem BeizprozeB die restierende Flissigkeit zwar 
absteigende Mengen an Saure enthalten, doch mubte die Ab- 
nahme dieser Siuremengen nur eine geringfiigige sein; diese 
Voraussetzung hat der Versuch vollig bestatigt. 


Tabelle 9. 











ene my Gewicht In Anwendung gebrachte ee a 
der Wolle Prozente an 
Nr. ee _ - Stunden 
g Ameisenséure | Chromsaure 
19 5 — | 6°'4 
2) F 1,38 : - 64/4 
24 5 1,38 | 2 63/4 
22 5 1,38 | 3 65/4 
23 5 1,38 | 4 6°'4 
24 5 1,38 | 5 63/4 











Nach der in der Tabelle angegebenen Zeit war keine 
Chromséure mehr in den restierenden Fliissigkeiten nachzu- 
welsen. 

Die Bestimmung des Siéuregehaltes wurde titrimetrisch 
ausgefiihrt. 
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Tabelle 10. 
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Verbrauchte cem 


| 
Versuchs-Nr. ‘fto-n-NaOH fiir 250 ccm | 


g Ameisensiure 
berechnet aus der 





F liissigkeit ‘’,o-n-NaOQH-Menge 
19 0,5 | _— 
2) 7,1 | 0,03266 
21 5,5i | 0,02553 
22 | 5,00 | 0,02300 
23 4,50 | 0,02070 
24 4,25 0.01955 


Die Wollstréange wurden nach dem 
einer Stunde in 250 com Wasser gekocht und der Sauregehalt 
der restierenden Fliissigkeit neuerdings titrimetrisch bestimmt. 


Tabelle 11. 


Trocknen wihrend 








Verbrauchte ccm 


g Ameisensiure 





Versuchs-Nr. | ‘/ro-n-NaOH fiir 250 ccm | berechnet aus der 
restierende Lésung '/1o-n-NaOH-Menge 
19 | 0,05 ! - 
20) 1,75 | (0),008050 
21 | 2.05 | 0,009430 
22 | aly | 7 
23 2,00 0,009200 
24 | 1,87 0,008602 


Die Anteilnahme der Fasersubstanz am BeizprozeB mil 
Ameisensaure und Chromsiure ist daher eine ganz hervorragende. 
Die durch Hydrolyse bewirkte Aufspaltung von Bindungen 
und Abspaltung von bestandteilen der Fasersubstanz bedingt') 
demnach auch in Gegenwart von verdiinnten Ameisensaure- 
lésungen die Uberfiihrung der Chromsiure in Chromoxydver- 


bindungen. 


') Suida, i. c. 
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Der Ameisensdure, welche nach wie vor fiir diese spezielle 
technologische Verwendung als vorziiglich geeignet erscheint. 
fallt nur eine andere Aufgabe zu, als von vornherein anzunehmen 
war. Sie bewirkt uberdies, wie in einer spiiteren Arbeit gezeigt 
werden soll, eine wesentlich giinstigere Aufnahme der Chrom- 
verbindungen durch die Faser, wie z. B. die Schwefelsiiure u. a. m. 

Ich bin mit dem weiteren Studium dieser Vorgiinge be- 
schiftigt und modchte daher bitten, mir das Arbeitsgebiet noch 
fiir einige Zeit zu tiberlassen. 


Briinn, im Dezember 1907. 











Uber eine Methode der quantitativen Indolbestimmung im Kote. 


Von 
W. von Moraczewski. 





(Aus dem physiolog. Institut der Universitat in Lemberg, Vorstand Prof. Dr. A. Beck.) 
(Der Redaktion zugegangen am 22. Januar 1908.) 





Mit der Frage des Zusammenhanges des Harnindicans und 
des Kotindols beschiftigt, war ich bemiiht, eine exakte Methode 
der Indolbestimmung im Kote zu finden, welche auch fiir kli- 
nische Beobachtungsreihen verwendbar ware. 

Die von Schmidt und Baumstark anempfohlene Dime- 
thylamidobenzaldehydreaktion betrifft bekanntlich das Urobi- 
linogen der Faeces und gibt zwar mit alkoholischer Indollésung 
eine Reaktion, aber diese steht der alten Nitroindolreaktion an 
Empfindlichkeit und Schiirfe nach. 

Die von Nencki vorgeschriebene Destillation mit der da- 
rauffolgenden Extraktion und Reindarstellung des Indols bedarf 
einer viel grOBeren Indolmenge, als man sie im Kote findet. 
Ks war nun meine Aufgabe, aus diesen Methoden eine Kombi- 
nation zu schaffen, welche den Anspriichen der Genauigkeit 
und der Bequemlichkeit zugleich entspriéche. 

Bevor ich zu der Beschreibung der eigentlichen Methode 
iibergehe, will ich die einzelnen Stadien der Bestimmung kritisch 
betrachten und diejenigen Methoden besprechen, welche hier in 
Frage kommen konnten. 

Es ist vor allem notwendig, das Indol aus den Faeces 
durch Destillation auszutreiben. Dieses geschieht durch Kochen 
einer Kotprobe mit einer entsprechenden Menge Wasser. Das 
Kochen in saurer Lésung geht zwar viel ruhiger vor sich, fiihr' 
aber zum Ubergehen von sauren Destillationsprodukten (Phe- 
nole, organische Séiuren, ete.) in das Destillat. Zudem ist das 
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Indol als schwache Base aus einer sauren Lésung weniger 
vollstiindig auszutreiben. 

Das Kochen in alkalischer Losung hat als Nachteil das 
istige Schiiumen der Fliissigkeit und gibt dem Destillat einen 
starken Gehalt an Ammoniak und Schwefelammonium. 

Man konnte auch die Faeces einer zweifachen Destillation 
unterwerfen, indem man das aus saurer Losung gewonnene 
Nestillat nochmals aus alkalischer Lésung destilliert. Ich habe 
mich jedoch fiir die einfache Destillation aus neutraler Losung 
oder ganz schwach alkalischer Lésung (die Faeces reagieren 
bekanntlich meistens alkalisch) entschlossen, nachdem ich mich 
durch Vorversuche tberzeugt hatte, daB die erneute Destillation 
aus saurer LOsung zu wesentlichen Verlusten fiihrt. 

Um das Indol aus einer neutralen Losung vollstindig 
auszutreiben, geniigt das Abdestillieren von °/4 der Fliissigkeit. 
Destilliert man von 700 cem einer schwachen Indollésung 
500 cem ab, so kann man im Destillationsriickstand keine Re- 
aktion mit Natriumnitrit und Schwefelsiiure erzeugen. Auch die 
zuletzt tibergehenden Portionen sind so gut wie indolfrei, aller- 
dings mufi die dabei verwendete Kotmenge nicht zu grof sein 
— so zB. bei 20°/o Trockensubstanz nicht 30—40 g iber- 
steigen. Normaler Kot hat ungefiihr 20—25°/») Trockenriick- 
stand — fliissiger Kot hat 5°/o und darunter und, dement- 
sprechend darf die zur Analyse verwendete Menge grofer sein 
bei fliissigen oder halbfliissigen Faeces. 

Das Destillieren geht in neutraler Losung ziemlich ruhig 
vor, wenn man gewisse Bedingungen beobachtet. Zuerst muf 
die Kotmenge nicht zu groB sein; zweitens muf der Kolben 
mindestens 1500 cem fassen; drittens mul} beim Beginne des 
Kochens der Kolbeninhalt peinlich iiberwacht werden und die 
lamme moglichst klein gemacht. Wesentlich erleichtert wird 
das Destillieren bei Anwendung des Deflegmators von Huggers- 
hof-Leipzig fiir stark schiumende Fliissigkeiten. Hat man 
das anfiangliche Schaéumen gliicklich tiberstanden, so ist es ein 
leichtes, die Destillation zu Ende zu fiihren. Sie dauert 2—3 
Stunden, 

Das Destillieren kann auf einem Destillationsapparate von 
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Kjeldahl fiir Stickstoffbestimmung ausgefiihrt werden, wobei 
zwel Portionen zugleich destilliert werden. Die Kiihlung muf 
eine gute sein. 

Hat man auf diese Weise das Indol in die Vorlage iiber- 
gefiihrt, so kann man das Destillat je nachdem man es auf 
reines Indol verarbeiten will, oder zur Farbenreaktion benutzen. 
verschieden vorgehen. ; 

Will man es auf Indol verarbeiten, so ist nach einer 
eventuellen nochmaligen Destillation aus alkalischer Losung - 
wenn die erste aus einer sauren LoOsung geschehen war — das 
Destillat durch Schiitteln mit festem Bleicarbonat von den 
Schwefelprodukten, welche es trotz allem Destillieren begleiten, 
zu befreien. Nach dem Filtrieren wird das Destillat in einem 
Extraktionsapparat fiir Fliissigkeiten mit Ather wahrend 24 Stun- 
den ausgezogen. Der Atherauszug wird bei kiihler Temperatur 
in hochwandigen Gliasern .verdunstet, tiber Schwefelsiure ge- 
trocknet und gewogen. Man kann den Rtickstand zur quan- 
titativen Reaktion benutzen, indem man ihn in Alkohol lost. 
mit 1 ccm einer 5°/oigen Dimethylamidobenzaldehydlésung ver- 
setzt, mit nicht ganz 1 ccm konzentrierter Salzsaure an- 
situert und durch Alkoholzusatz auf ein bestimmtes Volumen 
bringt. Die rotgefirbte Losung gibt einen deutlichen Absorp- 
tionsstreifen in Gelb und eignet sich gut zur spektrophoto- 
metrischen Bestimmung. Hat man mittels einer bekannten 
Indolldsung ein Diagramm hergestellt, so sind die aus dem 
Destillat gewonnenen Zahlen direkt zu interpolieren. Jeder 
Schraubenstellung bei dem Spektrophotometer von Vierordt. 
oder jeder Differenz beim Spektrophotometer von Glan ent- 
spricht eine bestimmte Indolmenge auf 1 ccm Fliissigkeit und 
daraus ist die Menge des Indols im Destillat ohne weiteres zu 
ersehen. 

Dieses wire im groBen und ganzen die eine Methode der 
quantitativen Indolbestimmung, welcher aber die weiter unten 
anzugebende vorzuziehen ist. Der eben beschriebenen Methode 
haften niimlich viele Fehler an. So fiihrt das Ausschiitteln 
mit Bleicarbonat und das Extrahieren mit Ather, besonders 
aber das Abdampfen zu Verlusten. Das mit vieler Mihhe ge- 
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wonnene Indol ist lange nicht so rein, wie man erwarten sollte, 
und die Reaktion mit dem Aldehyd unsicher. Bei der groBen 
Reaktionsfihigkeit des Aldehyds kénnen unbedeutende Verun- 
reinigungen zu wesentlichen Differenzen fiihren und den Farben- 
ton beeinflussen. 

Aus diesen Griinden habe ich mich fiir die folgende Be- 
stimmungsweise entschieden: Von den 500 ccm Destillat wird 
eine Durchschnittsprobe von 150 cem genommen, mit 10 Tropfen 
konzentrierter Schwefelséiure angesduert und mit 1 g Kieselgur 
kriiftig durchgeschittelt. Kieselgur vermag in saurer Lésung 
die milchige Triibung des Destillates zuriickzuhalten, ohne zu 
srofen Indolverlusten zu bringen. Eine geringe Menge Indol wird 
wohl dem Kieselgur anhaften, bleibt aber bei gleichmiébigem 
Arbeiten wohl konstant. Von der genommenen Probe werden 
{00 cem klar filtriert; da bereits Siéiure zugegen ist, werden 
nun ) bis 10 Tropfen einer 2°/ooigen Natriumnitritldsung zu- 
ceselzt und das Maximum der Reaktion abgewartet. 

Nach etwa 2 Stunden hat die Rosafiirbung des Nitro- 
idols ihr Maximum erreicht und die gefiirbte LOsung ist nun 
mit einer bekannten Indollésung in einem W olff’schen Kolori- 
meter!) zu vergleichen. 

Von einer 1°/oigen Indoll6sung (Kahlbaum, Berlin) werden 
| ccm in 500 ccm Wasser gelést, davon 5 ccm auf 100 ccm 
verdiinnt, mit 10 Tropfen konzentrierter Schwefelséure und 5 
Tropfen 2°looiger Natriumnitritl6sung versetzt. Diese Losung, 
welche 0,000002 g Indol in 1 ccm enthilt, wird als Stamm- 
losung benutzt. Mit der Stammlésung fiillt man den einen 
Schenkel des Kolorimeters, in dem anderen wird das zu priifende 
Destillat gebracht und entweder von der Stammlésung oder 
von dem Destillat so lange abgegossen, bis die beiden Schichten 
die gleiche Farbung erzeugen. Ratsam ist es, die Stammldsung 
auf 100 oder 50 cem zu stellen und die zu priifende Losung 
auf eine Héhe zu bringen, welche der Farbung der Stamm- 
‘Osung entspricht. 


') Kolorimetrische und quantitative Spektralanalyse von Gerhard 
Artiss und Hugo Kriiss, Leipzig und Hamburg 1891, S. 17. 
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Die Berechnung ist sehr einfach: Je geringer die Hoéhe 
der Schicht, welche mit der Stammlésung tibereinstimmt, um so 
stiirker der Indolgehalt. Wir haben z. B. 40 g Kot mit 700 
Wesser versetzt und davon 500 abdestilliert. Von dem gut 
gemischten Destillat wurde in 100 ccm (damit der Zusatz von 
Siéiure und Natriumnitrit stets gleichmabig bleibt) die Farbung 
erzeugt. Die gefiirbte Losung gibt nun in einer Schicht von 
40 cem Hohe die gleiche Nuance wie 100 ccm der Stamm- 
ldsung. Somit verhiilt sich die Indolmenge der Probe zu der 
der Stammlésung wie 100:40 oder es enthiilt die Probe 
0,000005 g Indol in 1 cem Wasser, wenn die Stammldsung 
0,000002 g enthielt. Das ganze Destillat hatte somit 500 mal 
mehr oder 0,0025 g Indol. Wenn nun die Kotmenge 200 g be- 
trug, so ist die Menge des Indols, welche in 24 Stunden aus- 
geschieden wurde, 0,0125 g. 

Die Bestimmung kann leicht in wenigen Stunden ausge- 
fiihrt werden und bedarf keiner groBben Kunst. Man achte nur 
darauf, da’ die Stammlésung frisch bereitet wird und zwar am 
besten gleichzeitig mit den beiden Destillationsproben oder dai 
das Vergleichen nach liingerem Stehen geschehe, wo der Einfluf 
der Zeitunterschiede verschwindet. Die Nitrofarbung des De- 
stillates ist zuweilen gelblich nuanciert, was den Vergleich mit 
der Stammlisung erschwert. Es ist dann gut, die letztere durch 
sehr vorsichtigen Zusatz von Tropiolin oder Bichromatlosung 
auf die gleiche Farbe zu bringen. Bei konzentrierter Indol- 
lésung kommt es zum Abscheiden der Nitroverbindung, wobei 
die dariiberstehende Fliissigkeit an Farbekraft einbiiBt. Hier 
muf entweder die Probe verdiinnt werden oder das Vergleichen 
nicht nach 24 Stunden geschehen, sondern nach 2—3 Stunden. 
Die Verbindung scheidet sich niamlich erst nach langerem Stehen 
ab. Je verdiinnter die Stammlésung, um so genauer der Ver- 
gleich; es ist also zu empfehlen, bei maBigem Indolgehalte des 
Kotes das Destillat mit einer 50 ccm hohen Schicht der Stamm- 


ldsung zu vergleichen. 

Man kénnte daran denken, aus dem ganzen Destillat durch 
Ansiiuern und Versetzen mit Natriumnitrit die Nitroindolver- 
bindung zu gewinnen; indem man die Abscheidung durch Aus- 
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salzen mit Ammoniumsulfat befordert. Der Niederschlag kénnte 
Jann gesammelt werden, in Alkohol gelést und die Nitrover- 
hindung gewogen oder spektrophotometrisch bestimmt. Ich habe 
auch nach dieser Methode einige Untersuchungen gemacht, finde 
sie aber unpraktisch und erwiihne diese Modifikation nur der 
Vollstiindigkeit halber. 

Herrn Prof. Dr. Adolf Beck danke ich aufs warmste fiir 
die Liberalitét, mit welcher er das chemische Laboratorium 
und die Materialien mir zur Verfiigung gestellt hat, und fiir 
sein freundliches Interesse, welches er meinen Arbeiten ent- 
gegenbrachte. 














Uber die Kohlehydrate der Hefe. 
Von 


W. Meigen und A. Spreng. 


(Der Redaktion zugegangen am 23. Januar 1908.) 


In den letzten fiinfzig Jahren ist die Hefe wiederholt Gegen- 
stand chemischer Untersuchungen gewesen. Trotzdem «ist tiber 
die chemische Zusammensetzung der Zellmembran der Hefe 
bisher noch keine klare Auffassung erzielt worden.»!) Das ein- 
zige, was die bisherigen Arbeiten mit ziemlicher Sicherheit er- 
geben haben, ist, dafi die Hefezellwand weder aus der bei den 
hdheren Pflanzen allgemein verbreiteten echten Cellulose, noch 
aus dem bei Pilzen hiufig vorkommenden Chitin besteht. Es 
war gelungen, die Zellwand in zwei kohlehydratahnliche Be- 
standteile zu zerlegen, die sich durch ihre verschiedene Los- 
lichkeit von einander unterscheiden, indem sich der eine, das 
«Hefegummi», bereits in heifem Wasser ldst, wahrend der 
andere, die «Hefecellulose», darin nicht léslich ist. Im ein- 
zelnen gehen aber die Angaben tiber die Natur und das Ver- 
halten dieser beiden Kohlehydrate weit auseinander. Durch 
unsere nachstehend mitgeteilten Untersuchungen haben wir 
versucht diese Widersprtiche aufzuklaren und einige der noch 
strittigen Fragen ihrer Beantwortung entgegenzufihren. 

Die von uns benutzte Hefe war teils frische Bierhele, 
die wir von der Ganterschen Brauereigesellschaft in Frei- 
burg i. Br. erhielten, teils eine Hefe, die zur Gewinnung von 
Cerolin durch Ausziehen mit Alkohol und Ather bereits von 
Fett befreit war, und die uns von der Chemischen Fabrik 
Bohringer und Séhne in Waldhof bei Mannheim zur Verfiigung 
gestellt wurde. Beiden Firmen sprechen wir auch an dieser 


') Czapek, Biochemie der Pflanzen, Jena 1905, Bd. I, 8, 08. 
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Stelle unseren besten Dank aus fiir das bereitwillige Uberlassen 
der zu unseren Untersuchungen erforderlichen Hefemengen. 


I. Das Hefegummi. 


Durch wiederholtes Auskochen von Hefe mit Wasser er- 
hiell Schiitzenberger!) eine gummiartige, durch Alkohol aus 
der wiisserigen LOsung fiallbare Substanz, die er fiir identisch 
mit dem arabischen Gummi ansah. Als Elementarzusammen- 
setzung fand er C 42,7°/o, H 6,40. Diese Zahlen stimmen 
ziemlich gut auf die Formel C,,H,,0,,, fiir welche die Theorie 
C 42,1°/0, H 6,5°/o verlangt. Kei der Hydrolyse des Gummis 
mit Schwefelsiiure erhielt er einen Sirup, der Fehling’ sche 
Lisung reduzierte. Die Oxydation des Sirups mit Salpeter- 
siiure lieferte ihm Schleimséure und Oxalsiiure. Dies wiirde fiir 
Galactose als Hauptbestandteil des Sirups sprechen. Das Hefe- 
cummi konnte demnach nicht mit dem arabischen Gummi tiber- 
cinstimmen, da dieses bei der Hydrolyse in Arabinose tibergeht. 

Béchamp,?) der fast gleichzeitig mit Schtitzenberger 
das Hefegummi auf dieselbe Weise darstellte, wies auch diese 
Annahme zuriick und konnte ihre Unrichtigkeit durch Be- 
stimmung des spezifischen Drehungsvermégens beweisen. Er 
fand fiir Hefegummi a, = -+ 59° bis-+ 61°, wihrend arabisches 
Guinmi linksdrehend ist (a, = —24°). Auch Bechamp oxy- 
dierte den bei der Hydrolyse des Gummis erhaltenen Sirup 
mit Salpetersiure und erhielt hierbei ebenfalls Schleimsaure. 

Zu ganz anderen Ergebnissen kamen Nageli und Loew,?) 
die ihren «Pilzschleim aus Hefe» in der gleichen Weise durch 
mehrmaliges Auskochen der Hefe mit Wasser gewannen. Fir 
das spezifische Drehungsvermégen fanden sie a, = -- 78°; die 
Klementaranalyse ergab C 41,43°/o, H 6,60°/o. Die Oxydation 
des durch Hydrolyse dargestellten Sirups ergab ihnen Zucker- 
siure; es war also in dem Sirup nicht Galactose, sondern 
Dextrose vorhanden. Im itibrigen zeigte ihr Pilzschleim das 


1) Bull. de la Soc. chim. de Paris, 2¢ sér,, Bd. XXI, S. 204 (1874) 
und Compt. rend., Bd. LXXVIII, S. 493 u. 698 (1874). 

*) Compt. rend., Bd. LXXVIII, S. 645 (1874). 

*) Liebigs Annalen, Bd, CXCIII, S. 322 (1878). 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. LV. 
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gleiche Verhalten wie die von Schiitzenberger und Bécham) 
dargestellten Gummipraparate; er war fallbar durch Alkohol, 
alkalische Bleiessigldsung, Fehlingsche Lésung und Baryt- 
wasser. Mit Phenylhydrazin lieferte er kein Hydrazon oder Osazon, 
mit Hydroxylamin kein Oxim. Fehlingsche Lésung wurde nicht 
reduziert. Nageliund Loew waren der Ansicht, daf das Gummi 
aus der Zellwand stamme, und da durch gentigend langes 
Kochen die ganze Zellwand in diesen «Pilzschleim» tiberfiihrbar 
sei. Dem widersprach Casagrandi,!) der das Gummi nach der 
Methode von Niigeliund Loew nicht erhalten konnte. Sollte es 
aber iberhaupt erhalten werden kénnen, so stamme es keinesfalls 
aus der Zellwand; denn wiihrend die Zellen Sporen treiben, finde 
man auch in dem Zellinhalt eine ahnliche schleimartige Substanz. 
Kin iihnliches gummiartiges Produkt erhielt Hessenland?) 
auf etwas andere Weise: Er kochte frische Prebhefe dreimal 
je 6 Stunden lang mit etwas Kalkmilch, entkalkte die erhaltene 
Losung mit Ammoniumoxalat, engte das Filtrat ein und fallte 
dann mit Alkohol eine gummiartige Masse aus. Wurde das 
Gummi mehrere Tage mit absolutemi Alkohol behandelt, so lie! 
es sich zu einem weiben Pulver zerreiben, das er zunichst 
mit Alkohol und Ather wusch und dann trocknete. Dieses 
Priiparat unterschied sich von den vorher besprochenen durch 
seine geringere Léslichkeit in Wasser und durch sein spezi- 
fisches Drehungsvermégen. Hessenland fand hierfiir den Wert 
(t,, == -}- 98,17°, also bedeutend mehr, als die anderen Prapa- 
rate zeigten. Bei der Hydrolyse entstanden Mannose und Dex- 
trose. Die Elementaranalyse ergab eine Zusammensetzung, die 
auf die C,H,,O, stimmte, wihrend die von Nageli und Loew 
gefundenen Zahlen der Formel C,,H,,O,, naéher kamen. 
Ungefiihr gleichzeitig stellte Salkowski>) und spater 
Oshima‘) aus Hefe ein Gummi dar, das von allen wohl das 
einheitlichste sein diirfte. Sie benutzten zur Reinigung die Fall- 


') Zentralblatt f. Bakteriol. u. Parasitenkuude, Bd. III, 8. 574 (1897). 

*) Zeitschrift d. Vereins fiir die Riibenzuckerindustrie des Deutschen 
Reiches, Bd. XLII, S. 671 (1892). 

3) Ber. d. Deutsch. chem. Ges., Bd. XXVII, S. 497 u. 925 (1894). 

*) Diese Zeitschrift, Bd. XXXVI, S. 42 (1902). 
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barkeit des Hefegummis mit Fehling’scher Lésung. Sal- 
kowski fand die Zusammensetzung der Formel C,,H,,0,, ent- 
sprechend; das spezilische Drehungsvermégen bestimmte er zu 

90,1°. Die Falilungsreaktionen waren die gleichen, wie bei 
den vorher erwiihnten Priaparaten. 

Zur Nachprifung dieser so sehr von einander abweichenden 
Befunde stellten wir uns nach den verschiedenen Verfahren 
jeweils ein Praparat her. Den «Pilzschleim» von Niageli und 
Loew erhielten wir auf folgende Weise: 400 g trockne, durch 
Ausziehen mit Alkohol und Ather bereits von Fett  befreite 
Hefe wurde in einer Porzellanschale mit 3 | Wasser 15 Stunden 
lang im Sieden erhalten, wobei das verdampfte Wasser von 
Zeit zu Zeit wieder ersetzt wurde. Nach dem Erkalten gaben 
wir die ganze Masse in ein hohes Standgefa, lieBen zwei Tage 
absitzen und heberten die klare Fliissigkeit so weit als méglich 
ab. Der Ruickstand wurde zentrifugiert (1500—1600 Umdre- 
hungen in der Minute) und die Lésung abgegossen. Nur auf 
diese Weise laht sich in verhaltnismiéBig kurzer Zeit eine 
Trennung des Ungelosten erreichen; denn es ist fast unméglich, 
llefeabkochungen, gleichgiiltig ob sie neutral, basisch oder sauer 
reagieren, zu filtrieren oder zu kolieren, da die Poren des 
Millers oder Koliertuchs sofort verstopft werden. Auch durch 
AbgieBben oder Abhebern lieB sich die LOsung nur sehr schlecht 
von dem Riickstand trennen; die GefaiBe mubten stets mehrere 
Tage stehen, bis sich das Ungeléste auch nur einigermafben 
abgesetzt hatte. Durch dreiviertelstiindiges Zentrifugieren ballte 
sich dagegen der Riickstand am Boden des Gefifies zu einer 
so zahen Masse zusammen, da sich die tiberstehende Lisung 
vollkommen klar abgiefen lieB. Diese LOsung wurde nun so- 
lange mit Bleiessig versetzt, als sich noch ein Niederschlag 
abschied. Hierdurch wurden die Eiweifstoffe und andere Ver- 
unreinigungen entfernt. Auch von diesem Niederschlag wurde 
die Loésung durch Zentrifugieren getrennt, dann das_iiber- 
schussige Blei mit Schwefelwasserstoff gefiillt, das Filtrat vom 
Bleisulfid auf etwa 100 cem eingedampft und mit 300 ccm 
A\kohol versetzt, wodurch eine zahe, gelblichweiBe Masse aus- 
el. Durch wiederholtes Lésen in Wasser und Fallen mit Al- 


4* 
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kohol nahm diese eine rein weife Farbe an und lief sich nach 
dem Trocknen mit Alkohol und Ather zu einem staubfeinen 
Pulver zerreiben. Das noch nicht vollkommen trockene Gummi 
war sehr hygroskopisch. Diese Eigenschaft verlor sich aber 
vollig, wenn es mehrere Tageim Vakuumexsikkator iiber Schwefel- 
siure getrocknet wurde. Die Ausbeute betrug etwa 4°/o der 
Trockensubstanz der Hefe. Frische Hefe gab eine etwas bessere 
Ausbeute als die getrocknete. Warum es Casagrandi nicht 
gelungen ist, das Praparat zu erhalten, ist nicht wohl einzusehen. 
Das erhaltene Pulver léste sich in Wasser, Alkalien und 
Sauren leicht zu einer gelblichen, schwach opalisierenden Fliissig- 
keit. Auer durch Alkohol wird es durch alkalische Bleiessig- 
lésung, Barytwasser und Fehlingsche Loésung gefillt, ohne 
dabei reduzierend zu wirken. Es zeigte also dieselben Reak- 
tionen wie das von Nigeli und Loew erhaltene Gummi. 
Zum genaueren Vergleich bestimmten wir das spezifische 
Drehungsvermégen eines Praparates, das durch dreimaliges 
Fallen mit Alkohol erhalten war. Die Fallung wurde derart 
ausgefiihrt, daf die maBig konzentrierte Gummilésung unter 
Umriihren in feinem Strahl in die 5---10fache Menge absoluten 
Alkohols gegossen wurde. Man darf die Lésung nicht zu kon- 
zentriert anwenden, sonst ballt sich das Gummi sogleich zu 
Klumpen zusammen und die erzielte Reinigung ist nur unbe- 
deutend. Andererseits darf die LOsung auch nicht zu verdiinnt 
sein, da das Gummi dann in sehr feiner Verteilung ausfiillt 
und sich nicht absetzt. Ein Abfiltrieren ist aber infolge der 
schleimigen Beschaffenheit unmoglich. Wenn sich das Gumm! 
abgesetzt hat, giebt man die tiberstehende Fliissigkeit ab und 
ersetzt sie durch frischen, absoluten Alkohol. Dieser entzieht 
dem Gummi im Verlauf eines Tages fast alle Feuchtigkeit, so 
dab man es jetzt auf einer Nutsche absaugen und mit Alkoho! 
und Ather vollends trocknen kann. Diese Operationen wurden 
dreimal wiederholt und das so erhaltene aschefreie Pulver im 
Trockenschrank 15 Stunden bei 110° getrocknet. Viel hodher 
durfte die Temperatur nicht gesteigert werden, da sonst ein 
Teil der Substanz in einen wasserunloslichen Zustand tiberging, 
in einzelnen Fallen sich sogar zersetzte. Zur Bestimmung des 
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<pezifischen Drehungsvermégens wurden etwa 1°/oige Losungen 
verwandt: konzentriertere Lésungen waren zu stark gefarbt, 
um im laéngeren Rohr noch eine genaue Ablesung zu erlauben. 
]. 0.4554 g trockne und aschefreie Substanz wurde in 
Wasser zu 50 cem gelost. 
A. Im 10 em-Rohr: 


Grifite abgelesene Drehung -- 0,57° 
Kleinste ° » +- 0,52° 
Mittel aus 10 Ablesungen + 0,54° 
Daraus berechnet sich a) = -+ 59,3° 
B. Im 20 cm-Rohr: 
Gréfte abgelesene Drehung + 1,09° 
Kleinste » > + 0,99° 
Mitte! aus 10 Ablesungen + 1,05° 
Daraus berechnet sich a) = -;- 57,6° 
Als Mittelwert ergibt sich demnach a, = -{- 58,5° in neu- 


traler Losung. 

Durch zwei weitere Bestimmungen suchten wir den Ein- 
lu} von Séuren oder Basen auf das Drehungsvermégen fest- 
zustellen. 

II. 0,5160 g trockene und aschefreie Substanz wurde mit 
)cem Natronlauge versetzt und auf 50 ccm aufgefiillt. Im 


10 cem-Rohr ergab sich als 
Gréfte abgelesene Drehung -+- 065° 


Kleinste > > -- 0,54° 
Mittel aus 10 Ablesungen +. 0,60° 
Daraus berechnet sich ap = -} 58,1° 


Der Zusatz von Alkali hat also keinen EinfluB auf das 
Drehungsverm6gen, es kann daher die Substanz durch das Alkali 
keine wesentliche Anderung erfahren haben. Auch langeres 
Kochen der alkalischen L6sung vor der Bestimmung anderte nichts. 

Ill. 0,4554 g trockene und aschefreie Substanz wurde in 
Wasser zu 50 cem gelist. 40 cem dieser LOsung wurden mit 
9 ccm verdiinnter Salzsiure versetzt. Im 20 cm-Rohr wurde 
gefunden als: 


Grofte abgelesene Drehung —- 0,92° 
Kleinste » >» -+- 0).84° 
Mittel aus 10 Ablesungen +- 0,87° 


Daraus ergibt sich an = +. 53,7° 
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Es hat also eine erhebliche Abnahme des Drehungsver- 
mogens stattgefunden, die bei vorherigem Erwiarmen der Loésung 
noch grober wurde. Diese Abnahme ist durch die allmihliche 
Hydrolyse der Substanz bedingt, die sich auch durch die Re- 
duktion von Fehlingscher Losung zu erkennen gab. Das Gummi 
geht nun aber, wie wir gleich zeigen werden, bei der Hydrolyse 
in Dextrose und Mannose tiber. Da fiir erstere das Drehungs- 
vermégen +- 52,5°, fiir Mannose sogar nur + 14° ist, und 
Mannose bei der Hydrolyse in gréferer Menge gebildet wird, 
so mul} natirlich das Drehungsvermégen abnehmen. 

Unsere Zahlen stimmen wenig mit der von Nageli und 
Loew erhaltenen (a, = -++ 78°) tberein, ziemlich gut dagegen 
mit der von Béchamp angegebenen (a, = -!- 59—61°). Jeden- 
falls waren unsere Praparate noch unrein, wie schon aus der 
briunlichen Farbe der LOsung hervorging. Verschiedene Ver- 
suche, das Gummi durch erneutes Lésen und Fallen oder auch 
durch Kochen der Lésung mit Tierkohle zu reinigen, hatten 
keine besseren Ergebnisse. 

Um <AufschluB tiber die dem Gummi zugrunde liegenden 
Zuckerarten zu erhalten, erwairmten wir es 10 Stunden lang 
mit der 15fachen Menge 3°/oiger Schwefelséure am Riickflu- 
kiihler auf dem Wasserbad, wobei sich fast alles loéste. Die 
Saure wurde dann mit Schlemmkreide neutralisiert, der Nieder- 
schlag abfiltriert und das Filtrat im Vakuumapparat zur Sirup- 
dicke eingedampft: die Temperatur stieg hierbei niemals tiber 
20°. Der Sirup wurde mit heifem, verdiinntem Alkohol be- 
handelt, wobei etwas Gips zuriickblieb, die Lésung wieder ein- 
gedampft und der Riickstand mit absolutem Alkohol ausgezogen. 
Diese Lésung wurde mit Tierkohle gekocht und das Eindampfen 
und Ausziehen noch zweimal wiederholt. Wir erhielten so einen 
hellgelben Sirup, der auch nach monatelangem Stehen nicht 
krystallisierte. 

Dieser Sirup wurde nach dem Verfahren von Votocek ') 
in folgender Weise auf Mannose gepriift: 2 g Sirup wurden in 


1 Votoéek und Vondraéek, Ber. d. Deutsch. chem. Gesellsch., 
Bd. XXXVII, S. 3854 (1904). 
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2 ccm Wasser gelést und 1 g Phenylhydrazin mit etwas Eis- 
essig hinzugegeben. Nach eintégigem Stehen in der Kalte war 
die Misechung zu einem rotlichbraunen Krystallbrei erstarrt, der 
abfiltriert, gut mit Alkohol und Ather gewaschen, und dann 
cetrocknet wurde. Nach dreimaligem Umkrystallisieren aus 
\Wasser zeigten die gut ausgebildeten, tafelfOrmigen Krystalle 
den Sehmelzpunkt 196° und erwiesen sich damit als Mannose- 
phenylhydrazon.!) Als das Filtrat von dem Hydrazon eine Stunde 
auf dem Wasserbad erwirmt wurde, schieden sich nochmals reich- 
lich Krystalle ab. Nach zweimaligem Umkrystallisieren stellten 
sie gelbe Nadeln vom Schmelzpunkt 205° dar. Sie sind _ hier- 
nach Dextrosephenylosazon. Der Schmelzpunkt des reinen Dex- 
troseosazons liegt nach Miither?) bei 204—205°, nach Fischer’) 
bei 205°, nach Tiemann und Kees‘) bei 206°, und nach 
Fischer und Hirschberger®) bei 210°. Die grofen Unter- 
schiede in diesen Angaben erkliren sich dadurch, dab die Schmelz- 
temperaturen je nach der Art des Erhitzens sehr schwanken: 
bei schnellerem Erhitzen erhalt man einen tieferen Schmelz- 
punkt als bei langsamem. Durch Versuche haben wir uns iiber- 
zeugt, dal die Schwankungen bis 8° betragen konnen. Wir 
fiihrten deshalb die Schmelzpunktbestimmungen stets gleichzeitig 
mit zwei Rohrchen aus, von denen das eine die zu unter- 
suchende Substanz, das andere reines Dextrosephenylosazon 
enthielt. Beide Substanzen schmolzen gleichzeitig und zwar, 
wenn die Temperatur in etwa 5 Minuten von 20° auf 200° 
gesteigert wurde, bei 205°. Es unterliegt daher keinem Zweifel, 
dali die erhaltenen Krystalle Dextrosephenylosazon waren. Der 
Sirup bestand demnach aus Dextrose und Mannose, wobei letztere 
ai Menge sehr tiberwog. Das Vorhandensein von Mannose ist 
Nigeli und Loew®) entgangen. 





') Fischer und Hirschberger, Ber. d. Deutsch. chem. Gesellsch., 
Bd. XXII, S. 1155 (1889). 

*) Tabellen der Schmelzpunkte der Hydrazone und Osazone der 
Zuckerarten, Géttingen 1903. 

5) Ber. d. Deutsch. chem. Ges.. Bd. XX, S. 830 (1887). 

*) Ber. d. Deutsch. chem. Ges., Bd. XVIII, S. 1660 (1885). 

*) Ber. d. Deutsch. chem. Ges., Bd. XXI, S. 1809 (1888). 

®) Liebigs Annalen, Bd. CXCIII, S. 322 (1878). 
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Zur Priifung auf Galactose oxydierten wir den Sirup nach 
der Vorschrift von Gans und Tollens?) mit Salpetersaure. Auch, 
nach mehrtigigem Stehen hatte sich keine Schleimsaure abge- 
schieden. Die Angaben von Schiitzenberger?)und Béchamp 3) 
iiber das Vorkommen von Galactose beruhen demnach auf einem 
Irrtum. Um ganz sicher zu sein, daf in der Hefe keine Galac- 
tose liefernden Stoffe vorhanden sind, hydrolysierten wir frische 
Hefe zuerst mit 3°%/oiger und den hierbei bleibenden Rtickstand 
mit 30°/oiger Schwefelséure, wobei sich die Hefe bis auf einen 
geringen Rest vollstiindig léste. Aus der mit Kreide neutrali- 
sierten Zuckerlésung wurden die Eiweifstoffe usw. mit Bleiessig 
ausgefillt. Die mit Schwefelwasserstoff entbleite L6sung wurde 
im Vakuum zur Sirupdicke eingedampft und der Sirup durch 
mehrmaliges Ausziehen mit Alkohol gereinigt. Mit essigsaurem 
Phenylhydrazin wurde daraus das Mannosephenylhydrazon 
(Schmelzpunkt 196°) und Dextrosephenylosazon (Schmelzpunkt 
205°) dargestellt. Bei der Oxydation des Sirups mit Salpeter- 
siure wurde auch hier keine Schleimséure erhalten. Es sind 
demnach in der ganzen Hefe keine Galactose liefernden Stoffe 
enthalten. 

Die Darstellungsweise des von Hessenland *) beschriebenen 
Gummis ist bereits oben angedeutet. Wir erhielten nach seiner 
Methode ein weiBes Pulver, das wir durch mehrmaliges Fiillen 
mit Alkohol reinigten. In Wasser liste es sich mit braunlicher 
Farbe. Es war offenbar noch ziemlich unrein, wie auch die 
Bestimmung des spezifischen Drehungsvermogens zeigte. 

I. 0,4515 g aschefreie und trockene Substanz wurde in 


Wasser zu 50 ccm gelést. Im 10 cm-Rohr fanden wir als 
Griftte abgelesene Drehung -+ 0,47° 


Kleinste . > + 0,36° 
Mittel aus 10 Ablesungen + 043° | 
Daraus berechnet sich aj) = -++ 47,6° 


') Ber. d. Deutsch. chem. Ges., Bd. XXI, S. 2149 (1888). 

*) Bull. de la Soc. chim. de Paris, 2¢ sér., Bd. XXI, 8. 204 (1874; 
(‘ompt. rend., Bd. LXXVIII, S. 493 u. 698 (1874). 

*) Compt. rend., Bd. LXXVIII, S. 645 (1874). 

‘) Zeitschrift d. Vereins f. d. Riibenzuckerindustrie des Deutschen 
Reiches, Bd. XLII, S. 671 (1892). 
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II. 0,3825 g aschefreie und trockene Substanz wurde zu 
5) eem gelést. Im 20 cm-Rohr ergab sich als 
Grote abgelesene Drehung + 0,76° 


Kleinste > 2 +. (0,69° 
Mitte! aus 10 Ablesungen +- 0,73° 
Hieraus berechnet sich a, = -+ 47,7° 


Das Gummi zeigte die gleichen Fallungsreaktionen wie das 
vorher besprochene Praparat. Durch Kochen mit 3°/oiger Schwe- 
felsiture ging es, wie schon Hessenland gefunden hat, in Dextrose 
und Mannose iiber, die wir in Form ihres Osazons und Hydra- 
zons nachwiesen. 

SchlieBlich stellten wir uns auch noch eine gréBere Menge 
Hefegummi nach der von Salkowski!) angegebenen Methode 
her. Wir verfuhren hierbei folgendermafen: 400 g trockene, 
fettfreie Hefe wurden in einer grofien Porzellanschale mit 3 | 
3%oiger Kalilauge erhitzt und die Lésuug unter 6fterem Um- 
riihren eine halbe Stunde in gelindem Sieden erhalten; dann 
wurde die Lésung von dem Riickstand durch Abgiefen und 
Zentrifugieren getrennt und mit 1500 ccm Fehlingschem Rea- 
gens versetzt. Beim Erwirmen auf dem Wasserbad schied sich 
die Gummi-Kupferverbindung als ziihe Masse ab, die beim Waschen 
und Kneten mit Wasser bald zu einem festen Klumpen erstarrte. 
ieser wurde in einer Reibschale mit wenig Salzséure zerrieben 
und so die Verbindung wieder gespalten. Aus der triiben L6- 
sung wurde das Gummi durch Zusatz der dreifachen Menge 
Alkohol gefallt. Nach dem Abgiefen der alkoholischen Losung 
wurde das Gummi in wenig Wasser gelést und wieder mit 
Alkohol gefallt. Durch mehrmalige Wiederholung dieser Losung 
und Fallung erhielten wir ein kupfer-, asche- und stickstofffreies, 
weibes Pulver, das dieselben Fallungsreaktionen wie die anderen 
Priparate zeigte. Der durch Hydrolyse mit 3°/oiger Schwefel- 
siure erhaltene Sirup gab mit Phenylhydrazin in der Kialte das 
bei 196° schmelzende Mannosephenylhydrazon. Beim Erwiirmen 
des Filtrats fielen weitere Krystalle aus, die sich durch den 
Schmelzpunkt 205° und die Analyse als Dextrosephenylosazon 
erwiesen., 


') Ber. d. Deutsch. chem. Ges., Bd. XXVII, S. 497 u. 925 (1894). 














Os W. Meigen und A. Spreng, 


0.2361 g Substanz: 0.5180 g CO, und 0,1466 g H,O. 
C,H,,0,.N -NH-C,H,),. Ber.: © 60,3%Jo, H 62%. 
Gef.: » 59,8°%o, » 6,9%o. 

Bei der Oxydation des Sirups mit Salpetersiure erhielten 
wir keine Schleimsiure, wohl aber Zuckerséure, die in ihr 
Silbersalz tibergeftihrt und analysiert wurde. 

0,4192 g Substanz: 0,2134 g Ag = 50,9°/o (ber. 50,9 °/o). 

Hierdurch ist das Vorhandensein von Dextrose in dem 
Sirup mit Sicherheit nachgewiesen. 

Zur Priifung auf Pentosen destillierten wir einen Teil des 
Sirups mit Salzséiure (spez. Gew. 1,06). Das Destillat gab mit 
Anilinacetat eine schwache Kotfarbung, doch darf man hieraus 
nicht ohne weiteres auf das Vorhandensein von Pentosen 
schliefen, da nach den Untersuchungen von Windisch,!) 
Stoklasa?) und Weiser) auch Dextrose bei der Destillation 
mit Salzsiure geringe Mengen Furol liefert. Bei der Priifung 
des Destillates auf Methylfurol durch Versetzen mit konzen- 
trierter Salzsiure und Phloroglucin entstand kein Niederschlag, 
sondern nur eine schwache Gelbfiirbung, was auf einen sehr 
geringen (iehalt an Methylfurol schlieBen léft. Wenn man 
von diesen beiden immerhin etwas fraglichen Reaktionen ab- 
sieht, wird also bei der Hydrolyse des Hefegummis nur Man- 
nose und Dextrose gebildet. 

Diese Ergebnisse stimmen mit den Angaben von Sal- 
kowski*) und Oshima®) tiberein, abgesehen von der Furol- 
reaktion, die von beiden nicht erhalten wurde. Die Angabe 
Oshimas, daf auch Fukose in dem Gummi enthalten sei, 
stiitzt sich lediglich auf die schwache Methylfurolreaktion: er 
hat weder die Fukose fir sich dargestellt, noch konnte er 
eine charakteristische Verbindung erhalten. 

Um einen Anhalt tiber die quantitativen Verhaltnisse zu 
bekommen, in denen Mannan und Dextran in dem Gummi vor- 
kommen, wurden die gebildeten Mengen Mannosehydrazon und 


') Chemikerzeitung, Bd. XXIV, Repert. S. 7 (1900). 

*) Zeitschrift fir Zuckerindustrie in Boéhmen, Bd. XXIII, 5. 295. 

') Die Landwirtschaftlichen Versuchsstationen, Bd. LII, S. 219. 

*) Ber. d. Deutsch. chem. Ges., Bd. XXVII, S. 497 u. 925 (1894). 
Diese Zeitschrift, Bd. XXXVI, S. 42 (1902). 
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vnd Dextroseosazon gewogen. Wir erhielten aus der gleichen 
Menge Sirup 1,2 g Hydrazon und 0,8 g Osazon. Da sich nun 
die Molekulargewichte dieser Verbindungen wie 3:4 verhalten, 
-) sind doppelt soviel Mannangruppen in dem Gummi ent- 
halten wie Dextrangruppen. 

Die Versuche, das spezifische Drehungsvermégen zu_be- 
-timmen, hatten anfangs keinen Erfolg, da die LOsung wenig 
durchsichtig war und die Ablesungen infolgedessen sehr un- 
sicher wurden. Erst die Filtration durch eine Tonzelle ergab 
uns eine ganz klare Lésung, die nur noch schwach gelblich 
cefiirbt war. Aus dieser Loésung fillten wir das Gummi wieder 
mit Alkohol und fiihrten mit dem so gewonnenen Praparat die 
Bestimmung des DrehungsvermOgens aus. 

0.5244 g trockene und aschefreie Substanz wurde in 
\Wasser zu 50 eem gelést. Im 20 em-Rohr wurden gefunden als: 


Gréfte abgelesene Drehung -++ 1,93° 


Kleinste > > +. 1,85° 

Mitte! aus 10 Ablesungen + 1,88° 

Hieraus ergibt sich apy = -+- 89,6° 
Diese Zahl stimmt mit dem von Salkowski gefundenen 
Wert @p =-+ 91,1° so gut tiberein, wie man es unter den 


vorliegenden Umstiinden erwarten darf. Die gleiche Uberein- 
-tinmung zeigte auch die Analyse. 
0,2350 g Substanz: 0,3612 g CO, und 0,1417 g H,0O. 
C,H,,0,,. Ber.: C 42,1°/o, H 6,4%/o 
Gef.: » 41,9°/o, » 6,7°%/o 
Wie schon Salkowski gefunden hat, kommt dem Gummi 
die Formel C,,H,,.O,, zu. 
Zur besseren Vergleichung stellen wir die Ergebnisse der 
bisherigen Untersuchungen tiber das Hefegummi nochmals kurz 


nebeneinander. 


Substanz Formel — pychungsvermégen 
|. «Pilzschleim», durch Kochen 
mit Wasser erhalten: 
a) Nageli und Loew C,H... +- 78° 
b) Béchamp _ + 59—61° 
c) Schiitzenberger C,,H,,0,, 


d) Meigen und Spreng - -+- 58,5° 
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[1]. Gummi. durch Kochen mit Kalk 
erhalten: 


a) Hessenland C.H,,0. -+- 98,2° 
b) Meigen und Spreng _ - 47,6° 
Hi. Gummi, durch Kochen mit ver- 
diinnter Kalilauge und Fallen 
mit Fehlingscher Lésung dar- 
gestellt: 
a) Salkowski Ca. -+- 90,1° 
b) Meigen und Spreng > +- 89.6° 


Alle Priiparate zeigen die gleichen Fallungsreaktionen und 
alle gehen bei der Hydrolyse mit Schwefelsaéure in Mannose 
und Dextrose iiber. Es unterliegt daher wohl keinem Zweifel, 
dafi ihnen allen derselbe Stoff zugrunde liegt, der nur durch 
mehr oder weniger grofe Mengen fremder Stoffe verunreinigt ist. 

Am wenigsten rein ist das nach Hessenland dargeste\lte 
Gummi. Das im Zellinhalt vorkommende Glykogen') wird beim 
Kochen mit Kalk mit ausgezogen; da es durch Ammoniumoxailat 
nicht gefiillt wird, gelangt es beim Fallen mit Alkohol mit in den 
Niederschlag. Eine zweite Verunreinigung ist eine Hemicellulose: 
sie geht ebenfalls beim Kochen mit Kalk allmihlich in Losung, 
fillt nicht mit Ammoniumoxalat, wohl aber mit Alkohol. [Da 
nun Glykogen nach BOhm und Hoffmann?) ein spezifisches 
DrehungsvermOgen von -++ 226,7°, nach Landwehr?) von 
-|- 213,3°, nach Kiilz*) von -+- 211° zeigt, da wir ferner [ii 
die Hemicellulose ein Drehungsvermégen von -- 113,5° er- 
mittelt haben (s. u.), so wird je nach der Menge dieser Ver- 
unreinigungen das Drehungsverm6égen wechseln. Die wiisserige 
Losung dieses Gummis gibt mit Trichloressigséure eine Trii- 
bung, wohl von eiweiBartigen Stoffen herriihrend, eine Reaktion. 
die das reine Gummi nicht zeigt. Wir haben es also bei dem 
Hessenlandschen Gummi mit einem Gemisch von mindesten- 


') Errera, Compt. rend., Bd. Cl, S. 253 (1885); Laurent, Zentral- 
blatt f. Agrikulturchemie, 1891, S. 358; Cremer, Ber. d. Deutsch. chem 
Ges.. Bd. XXXII, S. 2062 (1899). 

?) Jahresberichte iiber die Fortschritte der Tierchemie, 1877, 

3) Diese Zeitschrift, VIII, S. 171 (1874). 

‘) Jahresberichte iiber die Fortschritte der Tierchemie, 1880, 5. 1. 


S. 67 
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vier Stoffen zu tun. Alle diese Beimengungen sind aber mit 
! ehlingscher Lésung nicht fallbar. Hierdurch war ein einfacher 
\Weg zur Reinigung des Gummis gegeben. 

Wir lésten unser Préparat in Wasser, fiallten mit Feh- 
‘ingscher Lésung die Gummikupferverbindung, zersetzten diese 
mit Salzsdure, fallten das Gummi mit Alkohol und reinigten 
es durch mehrmaliges Fallen aus wiisseriger LOsung. Wir er- 
hiellen so ein rein weibes, asche- und stickstofffreies Pulver, 
das dieselben Eigenschaften wie das nach Salkowski darge- 
stellle Gummi besafi. Das spezifische Drehungsvermégen fanden 
wir nunmehr zu —- 89,2°. 

90,5130 g Substanz wurde in Wasser zu 50 cem gelést. 
Im 20em-Rohr ergab sich als: 

| Gréfte abgelesene Drehung -- 1,85° 


Kleinste » > + 1,75° 
Mittel aus 10 Ablesungen -+ 1,83° 


Daraus berechnet sich ay = + 89,2° 

Das so gereinigte Gummi stimmt also mit dem Sal- 
kowskischen Priéparat uberein. 

In der gleichen Weise behandelten wir auch unser nach 
der Methode von Nageli und Loew dargestelltes Préiparat. 
Welcher Natur die in ihm enthaltenen Verunreinigungen waren, 
konnten wir nicht ermitteln, jedenfalls ist es weder die Hemi- 
cellulose, noch Glykogen, da beide durch Bleiessig gefallt werden. 
Jas spezifische Drehungsvermégen des gereinigten Gummis 
landen wir zu + 89,1 °. 

0.5250 g Substanz zu 50 cem geldst. Im 20 cm-Rohr 
ergab sich als: 

Gréfte abgelesene Drehung -+  1,94° 


Kleinste » > + 1,83° 
Mittel aus 10 Ablesungen + 1,87° 
Daraus ergibt sich ap = + 891° 


Umgekehrt kochten wir das nach Salkowski dargestellte 
Gummi mehrere Stunden mit Kalkmilch. Die Bestimmung des 
Urehungsvermégens zeigte, daB es sich hierdurch nicht ver- 
andert hatte. 

Aus der Tatsache, dafi das Endprodukt aller Operatio- 
nen das Salkowskische Hefegummi ist, und dab es ferner 
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nicht gelang, das Gummi noch weiter zu zerlegen, ist zy 
schlieBben, dab dieses Gummi wirklich einen einheitlichen Kérper 
darstellt, und zwar ein Dextromannan, in dem doppelt sovie| 
Mannan wie Dextran enthalten ist. 

Es wire nun noch die Frage zu beantworten, woher 
eigentlich das Gummi stammt, ob aus dem Zellinhalt oder aus 
der Zellwand. Eine Entscheidung hieriiber ist nicht so leicht 
zu treffen. Zwar ist es von Wroblewski!) in dem nach 
Buchner dargestellten Hefeprebsaft nachgewiesen worden, aber 
ob es nicht auberdem auch in der Zeliwand enthalten ist, viel- 
leicht in einer schwerloslichen Form, ist dadurch nicht ausge- 
schlossen. Denn es ist nicht méglich, durch Auspressen die 
Zellen voOllig von ihrem Inhalt zu befreien. Andererseits kann 
man auch das Zellplasma nicht ausziehen, ohne da ein Teil 
der Wand mit in Lésung geht. Die Tatsache aber, daf nach 
zweimaligem, je halbstiindigem Kochen der Hefe mit dreipro- 
zentiger Natronlauge alles Gummi gelost ist, dah dagegen nach 
fiin{maligem, je zehnstiindigem Kochen mit Wasser immer noch 
neue Gummimengen erhalten werden kOnnen, macht es sehr 
wahrscheinlich, da8 das Gummi wohl groftenteils in schwer- 
l6slicher Form in der Zellwand enthalten ist. 


II. Die Hefecellulose. 


Wie schon vorher erwahnt, nahmen Naégeli und Loew 
an, daf die ganze Hefezellwand bei geniigend langem Kochen 
mit Wasser in «Pilzschleim» tibergehe. Die Irrtiimlichkeit dieser 
Ansicht laiBt sich leicht nachweisen. Kocht man Hefe dreimal 
je eine halbe Stunde mit 3°/oiger Kalilauge, so erhiélt man 
zwar in der dritten Abkochung auch noch einen Niederschlag 
mit Alkohol. Er unterscheidet sich aber von dem Hefegumm! 
dadurch, daf er aus seiner wisserigen Losung durch F ehling- 
sche Lisung nicht geféallt wird. Uber den nach Entfernung 
des Hefegummis bleibenden Riickstand finden sich in der Lite- 
ratur sehr widersprechende Angaben. Die ersten Untersuchungen 
liber diese Stoffe hat Mulder?) angestellt. Er fand in der 


!) Journal f. prakt. Chemie (N. F.), Bd. LXIV, S. 33 (1901). 
*) Allgemeine physiologische Chemie, Braunschweig 1851, 5. 310. 
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Hefezellwand die «Hefecellulose», einen Stoff, der durch Jod 
ynd Schwefelséure braun gefirbt wurde und sich hierdurch 
wie auch noch in einigen anderen Eigenschaften von der ge- 
wodhnlichen Cellulose unterscheidet. Ebenso vertraten natiirlich 
auch Négeli und Loew,') ferner Schiitzenberger und De- 
strem,*) sowie Gilson*) die Ansicht, daB die Hefezellwand 
keine echte Cellulose enthalte, oder daf diese sich wenigstens 
in einem anderen Zustand darin vorfinde als in den Zell- 
winden der hoheren Pilanzen. 

SchloBbberger*) erhielt durch wiederholte Behandlung 
der Hefe mit Natronlauge und Essigséiure einen Korper, der 
mit Jod gelb gefarbt wurde und dessen Zusammensetzung der 
der Cellulose entsprach; er glaubte daher annehmen zu diirfen, 
dai die Grundlage der Hefezellwand mit echter Cellulose tiber- 
einstimme. Zu demselben Ergebnis kamen in neuerer Zeit 
Liebermann und Bitto,®) die auch echte Cellulose in der 
Hefe gefunden zu haben glaubten. Sie behandelten Hefe mehrere 
Stunden mit verdiinnter Salzsdure (1:1), in der ein wenig 
Kaliumchlorat gelost war, erwarmten dann das Gemisch auf 
dem Wasserbad, bis schwache Braunung eintrat, filtrierten und 
wuschen den Riickstand aus. Diesen kochten sie je eine halbe Stunde 
erst mit 1'/4°/oiger Essigséure, dann mit 1!/4 °/oiger Kalilauge. 
Das auf diese Weise erhaltene Produkt zeigte die Zusammen- 
setzung der Cellulose und gab mit Chlorzinkjodlosung die typische 
blaue Cellulosereaktion. 

Kin Jahr spdter gelang es Salkowski,®) die «Hefecel- 
ulose» durch Erhitzen mit Wasser unter Druck in zwei ver- 
schiedene Stoffe zu spalten. Der eine Bestandteil, von Sal- 
koWski als Erythrocellulose bezeichnet, loste sich hierbei auf 
und konnte aus der Losung durch Alkohol wieder ausgefiilt 
werden. Er wurde durch Jod braun gefirbt; seine wiisserige 


‘) Liebigs Annalen, Bd. CXCIII, S. 322 (1878). 
*) Compt. rend., Bd. LXXXVIII, S. 383 (1879). 
*) La Cellule, Bd. IX, S. 274. 
*) Liebigs Annalen, Bd. LI, S. 207. 
*, Zentralblatt f. Physiologie, Bd. VII, S. 857 (1893). 
Ber, d. Deutsch. chem. Ges., Bd. XXVII, S. 3325 (1894). 
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Losung opalisierte stark ; durch Kochen mit verdiinnter Schwefe}- 
sdure ging er in Dextrose tiber. Das spezifische Drehungsver- 
mogen der Erythroceilulose bestimmte Salkowski zu + 173°: 
die Klementaranalyse ergab die Formel C,H,,0;. Der unlésliche 
Teil, die Achroocellulose, firbte sich nicht mit Jod. Bei der 
Hydrolyse gab sie Dextrose und Mannose. 

Casagrandi') und van Wisselingh?) wiesen durch 
mikroskopische Untersuchungen die Abwesenheit echter Cellu- 
lose, letzterer auch die Abwesenheit von Chitin in der «Hefe- 
cellulose» nach. 

Mangin’) endlich fand in der Hefezellwand auf Grund 
gleicher Untersuchungen Callose, einen Stoff, von dem auber 
dem Namen bis jetzt so gut wie nichts bekannt ist. 

Die Erkliirung fiir diese widersprechenden Angaben ist 
wohl darin zu suchen, dafi unsere Kenntnisse tiber die Gruppe 
der Cellulosen bis vor wenigen Jahren sehr mangelhaft waren. 
Erst in letzter Zeit ist dies zumal durch die Arbeiten von 
Cross und Bevan, Schulze, Winterstein, Tollens u. a. 
anders geworden. Nach dem Vorgang von Schulze‘) unter- 
scheiden wir zwischen echten Cellulosen, die in heifen ver- 
diinnten Alkalien und Séuren unloéslich, in Kupferoxydammo- 
niak lOslich sind und durch Chlorzinkjodlésung blau_ gefiirht 
werden, und der Gruppe der Hemicellulosen, die schon beim 
Kochen mit verdiinnten Saiuren in Zucker gespalten werden. 

Um die Hefe zur Priifung auf diese Stoffe von Hefegummi 
zu befreien, ohne irgend erhebliche Verluste an etwa_ vor- 
handener Hemicellulose zu erfahren, behandelten wir 1200 g 
frische Hefe mit 121 4/4°/oiger Kalilauge. Die Masse _ blieb 
unter 6fterem Umriihren 14 Tage lang in der Kilte stehen. 
Wenn sich die Hefe einigermaBen abgesetzt hatte, wurde die 
iiberstehende Fliissigkeit abgegossen und durch frische Kali- 
lauge ersetzt. Dies wurde anfangs alle 14 Tage, spater in 
lingeren Zwischenréiumen wiederholt. Im ganzen war die Hele 


') Zentralblatt f. Bakteriologie u. Parasitenkunde, Bd. III, S.574 (1897). 
*) Jahrb. f. wissensch. Botanik, Bd. XXXI, S. 619 (1898). 

‘) Journ. de Botanique, Bd. XIII, S. 204 (1899), 

*) Diese Zeitschrift, Bd. XVI, S. 391 (1892), 
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etwa sechs Monate mit der verdiinnten Lauge in Berihrung 
und wurde dann durch mehrfaches Abgiefen und Zentrifu- 
gieren mit Wasser gut ausgewaschen. Der Riickstand wurde 
mit Alkohol angeriihrt und wieder zentrifugiert. Durch vier- 
bis fiinfmalige Wiederholung dieser Behandlung, zuletzt mit 
absolutem Alkohol, wurde so ziemlich alles Wasser durch Al- 
kohol ersetzt und die Hefe konnte jetzt an der Nutsche abge- 
saugt werden. Sie wurde darauf in einer grofen Reibschale 
mit Ather verrieben, abgesaugt, nochmals mit Ather behandelt 
und wieder abgesaugt. Auf diese Weise erhielten wir staub- 
trockene Produkte. War die Hefe nicht ganz trocken, so backte 
sie in kurzer Zeit zu einer braunen sproden Masse zusammen. 
Gut getrocknet stellt sie ein feines, grauweifes Pulver dar. 
Von den angewandten 1200 g blieben uns 150 g oder 12,5 °/o 
Riickstand. Dies entspricht jedoch sicher nicht dem wirklichen 
Gehalt der Hefe an diesen Stoffen, denn einmal wird durch 
die lange Behandlung mit Lauge wohl auch ein Teil der Zell- 
wand geldst, und ferner geht durch das hiufige Abgiefen von 
der sich schlecht absetzenden Hefe doch eine gewisse Menge 
verloren. Das Praparat wird durch Jod und Schwefelsiiure, 
sowie durch Jodjodkaliumlésung braun gefiirbt, beim Auswaschen 
mit Wasser verschwindet jedoch diese Firbung wieder. Chlor- 
zinkjodlosung bringt keine Blaufarbung hervor. In Kupferoxyd- 
ammoniaklésung, in der sich Filtrierpapier leicht aufléste, war 
die Substanz vollkommen unldéslich. 


A. Das Hefedextran. 


Um die in der Zellwand enthaltenen Hemicellulosen in 
die ihnen zugrunde liegenden Zucker zu spalten, wurden 20 g 
des vorher beschriebenen Praparats mit der 20fachen Menge 
dreiprozentiger Schwefelséure 10 Stunden auf dem Wasserbad 
erwarmt. Die Losung wurde von dem unldslichen Riickstand 
‘urch Zentrifugieren getrennt. Der Riickstand wog nach dem 
Trocknen 8,6 g. Die Lésung wurde zur Vervollstiindigung der 
Hydrolyse noch eine halbe Stunde am RiickfluBkiihler gekocht 
und dann in der iiblichen Weise auf Zucker verarbeitet. Der 
schlieBlich erhaltene Sirup reduzierte Fehlingsche Lésung. 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. LV. ) 
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Mit Phenylhydrazin in Eisessiglésung lieferte er auch nach ein- 
tigigem Stehen nur Spuren eines Niederschlags. Es war somit 
in dem Sirup keine Mannose vorhanden, zugleich ein Beweis. 
dali das Ausgangsmaterial frei von Hefegummi war. Beim Er- 
wirmen erstarrte die Mischung zu einem Krystallbrei. Nach 
dem Umkrystallisieren zeigten die hellgelb gefarbten, nadel- 
formigen Krystalle den Schmelzpunkt 205° und erwiesen sich 
damit als Dextrosephenylosazon. Das Vorhandensein von Dex- 
trose in dem Sirup wurde ferner durch Oxydation zu Zucker- 
siure sichergestellt, die in ihr Silbersalz umgewandelt und 
analysiert wurde. 

0,2653 g Substanz: 0,1349 g Ag = 50,85°/o (ber. 50,9°%/o). 

Da bei der Oxydation keine Schleimsiure entstand, war 
Galactose in dem Sirup nicht enthalten. Ebenso ergab die 
Priifung auf Pentosen und Methylpentosen deren Abwesenheit. 
Der Sirup enthielt also nur Dextrose. 

Der bei der Hydrolyse gebliebene Riickstand wurde noch- 
mals 10 Stunden lang am Riickflufkthler mit dreiprozentiger 
Schwefelsiiure gekocht, wodurch noch 2,5 g in Loésung gingen. 
Der aus dieser L6sung gewonnene Sirup zeigte das gleiche 
Verhalten wie der erste und wurde daher mit diesem ver- 
einigt und zur Krystallisation hingestellt. Nach einigen Monaten 
war der Sirup zu einer Krystallmasse erstarrt. Der Zucker 
wurde zweimal aus verdiinntem Alkohol umkrystallisiert und 
dann sein spezifisches Drehungsvermégen festgestellt. 

0.4492 g wurden zu 50 ecem gelést und die Drehung im 
20 em-Rohr bestimmt. 

Gréfite abgelesene Drehung + 0,95° 


Kleinste > > + 0,85° | 
Mittel aus 10 Ablesungen + 0,92° 
Hieraus ergibt sich ap) = +- 51,2° 


Da fiir reine Dextrose ap = + 52,74° ist, ist der Zucker 
auch hierdurch als Dextrose gekennzeichnet. 

Die Hefezellwand enthalt also ein Kohlehydrat, das wegen 
seiner Lislichkeit in heiBer, verdiinnter Saéure als eine Hemi- 
cellulose zu bezeichnen ist. Und zwar ist es ein Dextran, da 
es bei der Hydrolyse ausschlieBlich Dextrose liefert. 
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Um diesen Stoff womdglich fiir sich darzustellen, wurde 
das von Hefegummi befreite Préparat vier Stunden lang mit 
{5° oiger Natronlauge gekocht; es lésten sich hierbei etwa 
zwei Dritttel der Substanz, ungefahr ebensoviel wie durch 
Justiindiges Erhitzen mit verdiinnter Sdéure. Die Lésung wurde 
ziemlich stark eingedampft und dann mit der gleichen Menge 
Alkohol versetzt. Hierdurch fiel ein weifer, flockiger Nieder- 
schlag aus, der zur Entfernung des Natriumhydroxyds gut mit 
Alkohol ausgewaschen und in der bereits erwéhnten Weise 
mit Alkohol und Ather getrocknet wurde. Da sich das Pri- 
parat noch als stark mit Natriumcarbonat verunreinigt erwies, 
wurde es wieder in Wasser gelést, die Lésung genau mit 
salzsaure neutralisiert und in einem Pergamentschlauch dialy- 
sert, bis sich kein Chlor mehr nachweisen lieB, was nach vier 
tagen der Fall war. Die Lésung wurde sodann eingedampft, 
mit Alkohol gefallt, und Lésen und Fallen noch zweimal 
wiederholt. 

Das so erhaltene Préiparat unterscheidet sich vom Hefe- 
gummi hauptsachlich dadurch, daB es mit Fehlingscher Lésung 
seinen Niederschlag gibt: von Bleiessig und Barytwasser wird 
es dagegen ebenso wie das Gummi gefallt. Die wasserige L6sung 
opalisiert ziemlich stark. Die Bestimmung des _ spezifischen 
Drehungsvermogens ergab folgende Zahlen. 

0,4859 g trockene Substanz wurden zu 50 ccm gelost. 
lm 10 em-Rohr wurde gefunden als: 


Gréfte abgelesene Drehung -+ 1,12 
Kleinste . > + 1,04° 
Mittel aus 10 Ablesungen -+ 1,10° 


Daraus berechnet sich ay = + 113,2° 
Im 20 em-Rohr wurde gefunden als: 


Gréfte abgelesene Drehung -- 2,24° 
Kleinste > > + 2,09° 
Mittel aus 10 Ablesungen + 2,19° 
Hieraus ergibt sich dn7 = -+ 113,0° 


Da dieser Stoff bei der Hydrolyse nur Dextrose liefert, 
st er als «Hefedextran» zu bezeichnen. In dieser Form ist 
-r natiirlich nicht in der Hefezellwand enthalten. Denn wahrend 
te Substanz in Wasser leicht léslich ist, wird die Zellwand 


5° 
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nur von verdiinnten Siéuren oder Alkalien angegriffen. Wi, 
haben also nicht die eigentliche Hemicellulose vor uns, sondern 
ein wasserlésliches Umwandlungsprodukt. 

Kin «Dextran aus Hefe» ist bereits von Wegner’) dar- 
gestellt worden. Er erhielt es durch wiederholtes Kochen yon 
Hefe mit verdiinnter Schwefelsiure und Fallen der erhaltenen 
Losung mit Alkohol. Fiir das spezifische Drehungsvermégen 
fand Wegner fast denselben Wert wie Hessenland fiir seiy 
Hefegummi, etwa + 98°. Mit diesem diirfte es wohl auch im 
wesentlichen tibereinstimmen, wahrscheinlich war es nur noch 
weitunreiner. Hiitte Wegner sein Produkt hydrolysiert, so wiirde 
er es wohl schwerlich «Dextran» haben nennen konnen, denn 
da es jedenfalls auch Hefegummi enthalt, mu8 es bei der Hydro- 
lyse auch Mannose liefern. 

Mit Ausnahme des Drehungsvermogens stimmt unser Hefe- 
dextran in jeder Hinsicht mit der Erythrocellulose Salkows kis?) 
iiberein. Die Erythrocellulose besitzt nach Salkowski ein 
spezifisches Drehungsvermégen von -+ 173,7°, dreht also be- 
deutend stiirker als unser Dextran. 

Um die beiden Stoffe mit einander vergleichen zu k6nnen, 
stelllen wir uns nach den Angaben Salkowskis_ Erythro- 
cellulose her, indem wir 5 g von dem bei der Darstellung des 
Hefegummis gebliebenen Riickstand 20 Stunden lang mit Wasser 
im Autoklaven bei einem Druck von 2—2!/2 Atmosphdren er- 
hitzten. Die entstandene Lésung wurde eingedampft und mit 
Alkohol gefiillt, der Niederschlag mehrere Stunden bei 120° 
getrocknet, dann mit Wasser ausgezogen und die Losung 
wieder mit Alkohol gefallt. Zur weiteren Reinigung wurde 
Losung und Fallung noch zweimal wiederholt und das Praparat 
schlieBlich mit Alkohol und Ather getrocknet. Die wiaisserige 
Losung zeigte etwa die gleiche Opalescenz wie eine gleich 
starke Lésung des Hefedextrans. Die Bestimmung des spezi- 
fischen Drehungsvermoégens ergab fast denselben Wert wie beim 
Hefedextran. 





‘) Zeitschrift f. d. Zuckerindustrie d. Deutschen Reiches, Bd. XLII, 
S. 789 (1890). 
*) Ber. d. Deutsch. chem. Ges., Bd. XXVII, S. 3325 (1894). 
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0,4980 g trockene Substanz wurden zu 50 cem gelést. 
Im 20 em-Rohr war die 


Gréfte abgelesene Drehung -+-  2,30° 
Kleinste : > +  2,20° 
Mittel aus 10 Ablesungen + 2,24° 
Daraus ergibt sich ay = +- 112,5° 


Wie die Salkowskische Erythrocellulose war unser 
Priiparat mit Barytwasser fallbar, nicht aber mit Fehlingscher 
Lisung. Durch Jod und Schwefelsdéure wurde es braun gefarbt. 
;eim Kochen mit verdiinnter Schwefelsiure ging es in Dextrose 
fiber, die durch ihr Phenylosazon nachgewiesen wurde: ein 
anderer Zucker konnte in der Lésung nicht aufgefunden werden. 
Es unterliegt danach wohl keinem Zweifel, dai unser Hefe- 
dextran und die Erythrocellulose Salkowskis derselbe Stoff ist. 

Salkowski hat die Frage aufgeworfen, ob die Erythro- 
cellulose nicht vielleicht Glykogen sei. Da unsere Bestimmungen 
ein so sehr viel niedrigeres Drehungsvermogen ergeben haben, 
glauben wir diese Frage verneinen zu diirfen. 


B. Die Hefecellulose. 


Der nach dem Kochen mit verdiinnter Schwefelsaure un- 
velést bleibende Rest der Hefe stellte ein bréunliches, stick- 
stofffreies Pulver dar, das mit Jod und Schwefelsiure keine 
dauernde, nicht auswaschbare Farbung gab. Der Kiirze wegen 
wollen wir diesen Rest als «Hefecellulose» bezeichnen. 

Die Unléslichkeit eines Teils der Hefe muf sehr auffallen; 
denn kocht man frische Hefe mit verdiinnter Schwefelsdure, 
so lOst sie sich vollstandig auf. Es miissen demnach durch die 
Behandlung mit Lauge und Saéuren Anderungen in der Konsti- 
tution der Zellwandbestandteile vor sich gehen, welche die, 
Schwerloslichkeit der Zellwand bewirken. In der urspriing- 
‘ichen Hefe kann jedenfalls von einem Cellulosegehalt keine 
ede sein. Es blieb aber noch die Frage zu beantworten, ob 
nicht ein Teil der Zellwand durch die Einwirkung von Siéuren 
und Lauge in echte Cellulose tibergefiihrt wird, was einige 
Neobachter, wie schon erwdhnt, gefunden zu haben glauben. 

Kin entsprechendes Priparat stellten wir in folgender 
Weise her: 500 g trockene Hefe wurden zwei Tage mit 5°/oigem 
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Ammoniak bei gewohnlicher Temperatur stehen gelassen und 
dann mit Wasser ausgewaschen. Der Riickstand wurde mit 
3°/oiger Salzsiiure versetzt, nach dreitégigem Stehen in dep 
Kiilte gut ausgewaschen und mit 3°/oiger Kalilauge zwei Stunden 
lang gekocht. Dieses Auskochen wurde noch zweimal mit 
frischer Lauge wiederholt. Nachdem die Lauge durch Aus- 
waschen mit Wasser vo6llig entfernt war, wurde der Rtickstand 
zehn Stunden mit 3°/oiger Salzsdure gekocht, der ungeliste 
Rest wieder gut ausgewaschen und in der ublichen Weise 
scharf getrocknet. Die Ausbeute betrug 14 g oder rund 3°». 
Das graubraune, stickstofffreie Pulver war so gut wie unldslich 
in verdiinnten, hei®en Séuren und Alkalien. Durch Behandlung 
mit Schulzeschem oder Hofmeisterschem Reagens wird es 
dagegen stark angegriffen. Erwiarmt man die Masse nach dieser 
Behandlung mit verdiinntem Ammoniak, so geht fast alles in 
Losung. Eine Wiederholung dieser Behandlung fiihrt vollige 
Auflésung herbei. Um die Léslichkeit in Kupferoxydammoniak 
festzustellen, wurde folgender Versuch ausgefiihrt. Etwa_ ein 
halbes Gramm wurde zehn Stunden bei 120° getrocknet und 
in einem kleinen Erlenmeyerkolben fiinf Tage lang mit 50 ccin 
Kupferoxydammoniaklésung stehen gelassen. Der Riickstand 
wurde sodann in einem gewogenen Goochtiegel abgesaugt, 
mit verdiinntem Ammoniak, Wasser, Alkohol und Ather ge- 
waschen und wieder zehn Stunden getrocknet. Der beim An- 
siuern des Filtrats ausfallende Niederschlag wurde in einen 


zweiten Goochtiegel filtriert, ausgewaschen und getrocknet. 
Angewandte Substanz 0,4909 g 
Unléslicher Riickstand 0,4677 » 


Es wurden also gelést 0,0232 » 

Bei der Fillung der Lésung wurden 0,0115 g_ wieder- 
erhalten. 

Ein gleichzeitig angesetzter Versuch mit der gleichen 
Menge Filtrierpapier fiihrte in zehn Minuten zur vollkommenen 
Lisung der Cellulose. Die geringe Auflésung darf man wohl 
auf die Einwirkung des in der Mischung enthaltenen konzen- 
trierten Ammoniaks auf noch in dem Praparat zurtickgebliebenes 
Hefedextran zuriickfithren. 
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Das Praparat wird durch Chliorzinkjodlésung nicht blau 
vefiirbt, ebensowenig entstanden mit Jod und Schwefelsiure 
oder mit Jodjodkaliumlésung bestandige Farbungen. Es zeigt 
also keine einzige der typischen Cellulosereaktionen. 

Die Leichtloslichkeit der Zellwand in frischem Zustand 
und der Mangel an Stickstoff in unserem Priiparat schlieBt auch 
das Vorhandensein von Chitin in der Hefe aus. Wahrend dieses 
soust bei Pilzen sehr haufig vorkommt, ist seine Abwesenheit 
in der Hefe bereits auf mikrochemischem Wege, namentlich 
von van Wisselingh?) festgestelit worden. 

Die Hefecellulose ist also keine echte Cellulose. Uber 
die Natur der ihr zugrunde liegenden Zuckerarten suchten wir 
uns durch Hydrolyse AufschluB8 zu verschaffen. Zu diesem 
Zweck wurde das Praéparat zuerst zehn Stunden lang mit 
10°/oiger Schwefelsdaure am Rickflubkihler erhitzt und der 
Kiickstand durch Zentrifugieren von der Losung getrennt. Der 
ungelédste Rest wurde unter Kiihlung mit 80°/oiger Schwefel- 
siure versetzt und zwei Tage stehen gelassen. Es war jetzt 
alles geldst und hatte sich nur wenig Kohle abgeschieden. 
Nach gehériger Verdiinnung wurde von der Kohle abfiltriert, 
die beiden Filtrate wurden vereinigt und aus ihnen in tiblicher 
Weise ein Zuckersirup dargestellt. Dieser Sirup gab mtt essig- 
saurem Phenylhydrazin schon beim Stehen in der Kalte eine 
reichliche Menge Krystalle, die nach dem Umkrystallisieren 
bel 196° schmolzen und sich damit als Mannosephenylhydrazon 
erwiesen. Aus dem Filtrat des Hydrazons schieden sich beim 
Lrwarmen auf dem Wasserbad nochmals soviel Krystalle ab, 
dah die Masse zu einem Brei erstarrte. Der Schmelzpunkt 
204° zeigte, dafi Dextrosephenylosazon vorlag. Zum weiteren 
Nachweis der Dextrose wurden einige Gramm Sirup mit Sal- 
pelersaure oxydiert; es entstand Zuckersaure, die in ihr Silber- 
salz verwandelt und analysiert wurde. 

0,4882 g Substanz: 0.2487 g Ag = 50,9°/o (ber. 50,9°%/o). 

Schleimsiure war bei der Oxydation nicht gebildet worden. 
Audere Zucker konnten nicht nachgewiesen werden. Der Sirup 
enthiell also nur Mannose und Dextrose. Da sich die Ausbeuten 


') Jahrb. f. wissensch, Botanik, Bd. XXXI, S. 619 (1898). 
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an Hydrazon und Osazon annihernd wie 3:4 verhielten und 
die Molekulargewichte beider Stoffe im gleichen Verhialtnis 7, 
einander stehen, so war gleichviel Mannose und Dextrose jr 
Sirup vorhanden. Die Hefecellulose ist demnach ein Mannoso- 
dextran oder Dextrosomannan. 

Salkowski hat bereits versucht, diesen Stoff rein dar- 
zustellen, indem er den bei der Darstellung des Hefegummis 
gebliebenen Riickstand 20 Stunden lang im Autoklaven mi 
Wasser auf einen Druck von 2'/2 Atmosphiren erhitzte. kp 
behielt hierbei eine kautschukartige Masse tibrig, die sich beim 
Kochen mit verdiinnter Schwefelsiure nur teilweise liste und 
mehr Dextrose als Mannose lieferte. Im Gegensatz zur Ery- 
throcellulose bezeichnet Salkowski diesen Stoff als Achroo- 
cellulose. 

Wir stellten uns die Achroocellulose in der gleichen Weise 
wie Salkowski her. Sie zeigte ebenso wie unsere Hefecellu- 
lose keine der typischen Cellulosereaktionen. Bei der Hydrolyse 
erhielten wir einen Sirup, der mit dem aus der Hefecellulose 
vollkommen tbereinstimmte. 

Die beim Erhitzen im Autoklaven nebenbei entstehenden 
Huminstoffe entfernten wir, indem wir die Archroocellulose 
14 Tage lang mit einer stark alkalischen L6sung von Wasser- 
stoffsuperoxyd behandelten, wobei sie sich zum Teil léste. Der 
Riickstand wurde gut ausgewaschen, mit Alkohol und Ather 
getrocknet. Er enthielt keinen Stickstoff und nur wenig Asche. 
Die Analyse ergab folgende Zahlen: 

0.2143 g Substanz: 0,3505 g CO, und 0,1254 g H,0. 
C,H,,0; Ber.: G 44,4°%o, H 6,2% 
Gef.: » 44,6°o, » 6,6°%o 

Bei dem vollig iibereinstimmenden Verhalten' darf man 
wohl Hefecellulose und Achroocellulose fiir denselbenStoffansehen. 

Es fragt sich noch, ob dieses Mannosedextran tberhaupt 
eine einheitliche Verbindung ist, oder ob nicht vielleicht die 
Dextrose aus einem ungelést gebliebenen Rest des Hefedextrans 
stammt. Wirkochtendeshalb die Hefecellulose nochmals5 Stunden 
lang mit 25°/oiger Kalilauge, wobei sich noch ein erheblicher 
Teil léste. Der Riickstand wurde verzuckert und aus dem Sirup 
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das Mannosephenylhydrazon und das Dextrosephenylosazon dar- 
vestellt. Das Mengenverhaltnis beider war das gleiche wie vorher, 
mnimlich 3:4. Es sind also Mannan und Dextran in ganz gleicher 
Menge in Lésung gegangen. Man darf hieraus wohl schlieBen, 
dal} das Dextran in der Hefecellulose mit dem Mannan chemisch 
yverbunden ist und dah es von dem Hefedextran, das schon durch 
yverdiinnte Siéuren und Alkalien gelést wird, wesentlich ver- 
schieden ist. Auch dieses letzte Priiparat zeigte keine der 
typischen Cellulosereaktionen. 

Beziiglich der wasserunldslichen Kohlehydrate der Hefe- 
zellwand haben unsere Untersuchungen somit folgendes ergeben. 

Aus dem gummifreien Hefertickstand |aft sich durch Kochen 
mit 15°/ciger Kalilauge ein Zellwandbestandteil ausziehen, der 
sich von dem Hefegummi durch sein spezifisches Drehungsver- 
migen unterscheidet, sowie dadurch, dafi er mit Fehlingscher 
Lisung keine Kupferverbindung liefert. Dieser Stoff ist ein 
Dextran und stellt die wasserlésliche Form einer in der Zell- 
wand vorhandenen Hemicellulose vor. 

Wird dieses Dextran durch kochende Alkalien entfernt, 
so bleibt als Riickstand eine andere Hemicellulose von der Zu- 
sammensetzung C,H,,O,, die bei der Hydrolyse Dextrose und 
Mannose zu gleichen Teilen liefert. Dieser Zellwandbestandteil 
ist also ein Mannosodextran. Er ist in der ursprtinglichen Hefe 
jedenfalls nicht in dieser Form enthalten, sondern entsteht erst 
durch laéngere Behandlung mit Lauge und Siiure aus einer viel 
leichter hydrolysierbaren Hemicellulose. 

Echte Cellulose ist in der Hefe weder urspriinglich vor- 
handen, noch wird sie durch Behandeln mit Saéuren und Laugen 
gebildet. Ebenso ist auch Chitin in der Hefe nicht enthalten. 


Freiburg i. Br., Chem. Universitatslaboratorium 
(Abt. d. phil. Fak.). 











Notiz zum optischen Verhalten des Tryptophans. 


Von 
H. Fischer. 





(Aus der II, medizinischen Klinik der Universitat Miinchen.) 


(Der Redaktion zugegangen am 31. Januar 1908.) 





Zwecks anderer Untersuchungen gelangte ich in den Besitz 
groBerer Mengen von Tryptophan.') Dieses krystallisierte aus 
50°/oigem Alkohol in silberglainzenden Blittchen, die bei 240° 
sich zu briunen beginnen; die Bréunung ist bei 250° sehr 
deutlich, bei 265—267° Schmelzpunkt unter Gasentwickelung. 

Die Stickstoffbestimmung nach Dumas hatte folgendes 
Ergebnis: 

0,1108 g gaben 13,9 ccm N bei 11° und 711 mm Hg. 
Ber.: N = 13,75%o., Gef.: 14,1°/o N. 

Das in schénen Nadeln krystallisierende salzsaure Salz 
schmilzt bei 251° unter Zersetzung. Geruch nach Skatol macht 
sich dabei bemerkbar. 

Da die Ansichten der Autoren?) tiber die Drehung des 
Tryptophans auseinander gehen, so wurde hierauf besonderes 
Gewicht gelegt. Ich fiihre zuerst 3 Bestimmungen in Normal- 
natronlauge von 3 verschiedenen Praparaten an, die 6mal um- 
krystallisiert waren, [If war 10mal umkrystallisiert. 

I. 0.3345 g Substanz in 10 ccm normaler Natronlauge 
gelést. Drehung im 1 dm-Rohr bei Natriumlicht 0,19° nach 


rechts. Mithin 
ap = + 5,68°. 


') Das Priparat wurde mir von der Firma Kalle & Cie. in liebens- 
wiirdigster Weise zur Verfiigung gestellt, wofiir ich auch an dieser Stelle 


meinen verbindlichsten Dank ausspreche. 

?) Hopkins und Cole, Journ. of Physiol., Bd. XXVII, S. 418, und 
Bd. XXIX, S. 451. — Abderhalden und Kempe, Diese Zeitschrift, 
Bd. LIIl, S. 207. — C. Neuberg, Charité-Annalen, Bd. XXX, 1906. — 
C. Neuberg, Bioch. Zeitschrift, Bd. II, S. 357, und Bd. VI, S. 280. 
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I]. 6,3595 g Substanz in 10 cem normaler Natronlauge 
gelést. Drehung im 1 dm-Rohr bei Natriumlicht 0,20° nach 
vechts. Mithin 

ap = —— 3,96 if 

III. 0,1930 g Substanz in 10 cem normaler Natronlauge 
selést. Drehung im 1 dm-Rohr bei Natriumlicht 0,11° nach 
rechts. Mithin 

Aap = 4. 5,69 0, 

Die Drehungsbestimmung der gleichen Priparate in Wasser 
hatte folgendes Ergebnis: 

I. 0.2575 g Substanz in 50 ccm Wasser gelést. Drehung 
im 4 dm-Rohr bei Natriumlicht 0,83° nach links. Also 

Cp 40,3 °, 

II. 0,2185 g Substanz in 50 ccm Wasser geldst. Drehung 
im + dm-Rohr bei Natriumlicht 0,52° nach links. Also. 

ap = — 29,75 uf 

lI. 0,1970 g Substanz in 40 eem Wasser gelést. Drehung 
in 4 dm-Rohr bei Natriumlicht 0,68° nach Jinks. Also 

ap = — 34,52 0. 

Um zu sehen, ob die Drehung vielleicht analog der Drehung 
der Apfelsiture mit der Konzentration schwanke, wurden mit 
Substanz III folgende Versuche gemacht. 

IV. 0,1000 g Substanz in 20 ccm Wasser gelést. Drehung 
im 2 dm-Rohr bei Natriumlicht 0,34° nach links. Die Lésung 
wurde auf 40 cem verdiinnt. Drehung im 4 dm-Rohr 0,33° 
nach links. Drehung im 2 dm-Rohr 0,16° nach links. Hieraus 
berechnet sich die spezifische Drehung zu 

tp = — 34°. ap = — 33°. Qn == — 32°. 

Diese Schwankungen liegen bei der grofen Verdiinnung 
vollkommen innerhalb der Fehlergrenzen. Noch viel gréBere 
Schwankungen der spezifischen Drehung in Wasser wurden be- 
obachtet, Drehungen bis zu 74° nach links, dies betraf jedoch 
Priparate, bei denen die Drehung in Natronlauge geringer war, 
also noch nicht geniigend gereinigt waren. Da ich annahm, 
es mdchte vielleicht in wasseriger Lésung eine Polymerisation 
eintreten, wurde eine Molekulargewichtsbestimmung nach Beck- 
mann gemacht. 
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0,1 g Substanz, in 20 cem Wasser geloist, bewirken eine 
Gefrierpunktserniedrigung — 0,05°; Molekulargewicht = 204.2. 
Gef. 184. Also keine Polymerisation. 

Im Gegensatz zur Drehung der wisserigen Lésung ist 
die des salzsauren Salzes konstant. 

|. 0,5965 g salzsaures Tryptophan in 20 cem Wasser ge- 
lost drehten bei Natriumlicht im 2 dm-Rohr 0,81° nach links. 

ap = — 13,58°. 

I]. 0,5580 g salzsaures Tryptophan drehten in 20 ccm 
Wasser geldst bei Natriumlicht im 2 dm-Rohr 0,75° nach links. 
ap = — 13,449. 

Beim Ubersiiuern mit konzentrierter Salzsiure trat Rechts- 
drehung ein, was mit den Befunden von Abderhalden und 
Kempe iibereinstimmte, die die spezifische Drehung des Trypto- 
phans in Normalsalzséiure = -+- 1,31° fanden. 

Die Drehungsbestimmung des Natronsalzes hatte folgendes 
Ergebnis: 

0,2042 g Tryptophan, in 10 cem !/10 normaler Natrontauge 
gelost, drehten bei Natriumlicht in 1 dm-Rohr 0,05° nach rechts. 

ap = + 2,50°. 

Woran die schwankenden Werte der Drehungsbestimmung 
des Tryptophans in Wasser liegen, vermag ich nicht auzugeben. 
Vielleicht tritt eine Anhydrisierung zwischen Amido- und Car- 
hoxylgruppe ein. 

Aber eines ist sicher. Tryptophan und salzsaures Trypto- 
phan drehen in wiisseriger L6sung nach links. 

Es erscheint mir daher kein Grund vorzuliegen, die von 
den Erstdarstellern!) des Tryptophans aus Casein gewahlte Be- 
zeichnung |-Tryptophan in d-Tryptophan?) zu dndern, so lange 
nichts Naheres iiber die Konfiguration bekannt ist. 


') Hopkins und Cole geben die spez. Drehung des Tryptophans 
zu — 33° an, erwaihnen dabei aber das Lésungsmittel nicht. 
*) Vgl. Abderhalden, 1. ec. und Ber., Bd. XL, S. 2740. 








Zur Kenntnis der organischen Geristsubstanz 
des Anthozoénskeletts. 


I]. Mitteilung. 
Von 
Carl Th. Moérner, Upsala. 


(Der Redaktion zugegangen am 3. Februar 1908.) 


Im AnschluB an eine vorhergehende Mitteilung!) und 
unter Hinweis auf die dort gelieferten Angaben iiber Vorbe- 
handlung des Untersuchungsmaterials, Analysenmethoden u. dgl. 
berichten wir hiermit tiber den Fortgang der Untersuchung. 
Die Gruppe Gorgonacea ist bereits behandelt worden; hier 
sollen nun die ubrigen Anthozoéngruppen, die ein an organi- 
scher Gertistsubstanz reiches Skelett besitzen, behandelt werden, 
niimlich die zu der Ordnung Alcyonaria gehodrigen Gruppen 
der Pennatulaceen und Alcyonaceen, sowie die zur Ord- 
uung Zoantharia gehdrige Gruppe der Antipathideen. Leider 
ist — ungeachtet aller Bemtihungen und alles erwiesenen Ent- 
segenkommens seitens der betreffenden Museums- und Instituts- 
direktoren?) — das Untersuchungsmaterial innerhalb der letzt- 
genannten Gruppen weder qualitativ noch quantitativ genommen, 
bei weitem nicht so reichlich gewesen, wie betreffs der Gruppe 
Gorgonacea, welcher Umstand einige Einschrinkungen hinsicht- 
‘ich der analytischen Bearbeitung notwendig gemacht hat. 


IT. Pennatulacea.’) 


Die erste Schrift, in der eine Pennatulacee, Pennatula 
phosphorea L., in chemischer Hinsicht erwéhnt wird, diirfte 
Valenciennes’ «Extrait d'une monographie de la famille des 


') Diese Zeitschrift, Bd. LI (1907), S. 33. 

*) Fiir die Freundlichkeit, lediglich zur Férderung dieser Arbeit 
die Kinsammlung von Pennatulaceenmaterial betrieben zu haben, erlaube 
ich mir an dieser Stelle Herrn Direktor Lic. Phil. Hj. Ostergren (Christine- 
berg, Bohuslan) verbindlichst zu danken. 

*‘) Das Skelett der hierhergehérigen Arten ist als Ekto-, genauer 
vesimmt als Achsen-Skelett zu bezeichnen. 
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Gorgonidées de la classe des Polypes»!) sein. Die Angabe be- 
schriinkt sich jedoch auf die Mineralbestandteile des Skeletts 
(Gehalt an Calciumphosphat in betréchtlicher Menge?). Die 
einzige sonstige Pennatulacee, die sich in der chemischen 
Literatur erwiihnt findet, ist Funiculina quadrangularis Pa\|. 
Krukenberg*) glaubt bei Hydrolysierung ihrer organischey 
Geriistsubstanz mittelst verditinnter Schwefelsiure Leucin und 
Glykokoll erhalten zu haben (eine Prifung auf Halogene is; 
nicht angestellt worden). Von griSerem Interesse fiir die vor- 
liegende Arbeit ist Drechsels Angabe,‘+) daB die organische 
Geriistsubstanz des Skeletts der genannten Pennatulacee — 
im Gegensatz zum Gorgonin (aus Gorgonia Cavolini v. Koch) 
— «nur Spuren von Jod» enthilt. 


U'ntersuchungsresultate. ®) 


Soweit das aus der angestellten Untersuchung (siehe die 
Tabelle) hervorgeht, reprisentiert die organische Geriistsubstanz 
verschiedener Pennatulaceen einen ziemlich homogenen Typus. 
charakterisiert durch niedrigen Jod- und Chlor-Gehalt und wesent- 
lich grOSeren, im ganzen héchst betrachtlichen Bromgehalt. Der 
Schwefelgehalt stimmt mit dem bei Gorgonaceen angetroffene) 
uberein. 

Der halogensubstituierte Proteinstoff, der die organisclie 
Geriistsubstanz der Pennatulaceen bildet — es sei mir erlaubt, 
ihn als Pennatulin zu bezeichnen — kann nicht identisch 
mit dem der Gorgonaceen (Gorgonin) sein. Abgesehen von 
dem Unterschied in bezug auf Konsistenz und Aussehen — 
Pennatulin hat sich stets fast ungefirbt (schwach gelblich) ge- 
zeigt, wihrend Gorgonin mehr oder weniger dunkel gefiirb! 

) Compt. rend. de l'Académie des Sciences, Bd. XLI (1855), 3. 7. 

*) Valenciennes’ Ausspruch: «Ces axes [de Pennatula phosphorea' 
sont les seuls produits des animaux rayonnés gui aient avec leur car- 
bonate de chaux une quantité notable de phosphate de chaux», hat sich 
bei meinen Untersuchungen nicht bestatigt. Auf ein entgegengesetztes 
Verhiltnis ist bereits in der ersten Mitteilung (S. 36) hingewiesen worden. 

8) Vergleich.-physiol. Studien, Abteil. 5, Heidelberg 1881, 5S. 1°. 

*) Zeitschrift f. Biologie, Bd. XXXIII (1896), S. 96. 

‘) Hier, wie auch im folgenden, beziehen sich die Prozentza!len 
auf aschenfreie Trockensubstanz. 
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Qualit. |Halogengehalt} S- 
\ Artbezeichnung Fundort Prifung %/o Gehalt 
auf Br |] J Br) Cl J % 
{ Pennatula Schweden positiv }0,02 — —]| — 
phosphorea L. (Bohuslan) 
) Pennatula Norwegen > 0,15 0,97 0,10} 1,17 
borealis Sars 
Virgularia Schweden > Spur} —| — nab 
mirabilis Lamk (Bohusliin) 
Pavonaria Norwegen > 0,20, —| — - 
finmarchica Sars (Oxfjord) 
Funiculina Schweden > a oon 
wuadrangularis Pall} (Bohuslan) 
: Norwegen > 0,13 1,89. 0,13 
Trondhjemfjord) 
ba Halipteris . Norwegen > 0,20 1,510,117 1,41 
Christi K. u. D.4) | (Sydvaranger) 
> —_ > 0.21 1,380,08] — 
7a}Kophobelemnon Schweden > 00°; —| — 
stelliferum QO. F. M. (Bohuslan) 
> Danemark ’ 014 — — — 
(Skagen) 
. Umbellula Nordl. Eismeer » 009 — —|] — 
encrinus (L.) Cuvier 
ist — weicht Pennatulin in einer wesentlichen Hinsicht von 


“orgonin ab. Wie bereits von Krukenberg?) betreffs einer 
Art \Gorgonia verrucosa Pall.) angegeben und dann von mir 
| Prifung einer groferen Anzahl Arten (mit Substanz so- 
wohl von alteren als auch jiingeren, ja, jiingsten Asten) ge- 
‘unden worden ist, ist Gorgonin vollkommen unléslich bei 
iigestion mit Pepsin-HCl (ebenso wie bei solcher Behandlung 
verd. HCl allein oder mit Essigsiure). Pennatulin verhalt 
‘ganz anders. Bei Digestion schon mit verd. HCl oder 
“ssigsiiure geschieht partielle Auflésung, wiihrend die Substanz 
‘uschwillt, bisweilen zu geleeartiger Weichheit: mit Pepsin-HCl 
vird fast vollstaéndige Auflésung erreicht. 


Korén und Danielsen. 
loc. cit., S. 3. 
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III. Alcyonacea. ') 


Fiir diese Gruppe fehlt es an jeder Literatur beziiglich 
der Chemie der organischen Geriistsubstanz, wenn man nicht 
Harnacks Bemerkung?) dahin rechnen will, dai Alcyonium 
digitatum L. (eine sog. Korkkoralle) in geréstetem Zustande 
(gleichwie gerdsteter Badeschwamm, «Spongia tosta») in 4l- 
teren Zeiten medizinische Anwendung als Kropfmittel gefunden 
hat, aus welchem Umstande man auf das wahrscheinliche Vor- 
handensein eines Jodgehalts schlieBen kénnte. Sehr bescheiden 
ist auch der Beitrag, der hier geliefert werden kann. Nur yon 
zwei Arten: 

1. Parisis laxa Verr. (Japan, Formosa) und 

2. Melitodes ochracea Verr. (Manilla) ist Material, zu- 
dem der Menge nach spiirliches, fiir mich erreichbar gewesen 

In beiden Fallen ist Jod, wie auch Brom, in der orga- 
nischen Geriistsubstanz nachgewiesen worden (der Jodgehalt 
niedrig, 0,15 bezw. 0,05°%/o). Eine Schwefelbestimmung hai 
nicht ausgeftihtt werden kénnen. Auch ist es mir nicht mig- 
lich, mich iiber die Stellung des hier fraglichen Materials zu den 
Gorgoninsubstanzen diubern. Seine Unloslichkeit in Pepsin-HC! 
unterscheidet es mit Bestimmtheit von den Pennatulinsubstanzen. 


IV. Antipathidea. ’) 


Die einzigen Angaben betreffs einer chemischen Unter- 
suchung des organischen Skeletts einer Antipathidee (Anti- 
pathes species?) rtihren von Krukenberg‘) her. Da auch 
hierbei eine Halogenpriifung unterlassen worden ist, haben sie 
fiir die vorliegende Darstellung geringe Bedeutung. Nur so viel 
sei hier erwiihnt, daB K. die Substanz als schwefelfrei und 
(in Ubereinstimmung mit Gorgonia-Substanz) unléslich, u. a. in 
Pepsin-HCl, angibt. 


') Innerhalb dieser Gruppe sind die Skelettbiidungen vom Mesotypus 
2) Miinch. Med. Wochenschr., Bd. XVIII (1896), S. 198. 

8) Skelettbildungen vom Ekotypus, genauer bestimmt Achsenskelett. 
*) loc. cit., S. 3ff. 
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Untersuchungsresultate. 











Qualit. Halogengehalt S- 
\r.| Artbezeichnung Fundort Priifung O%9 aa Gehalt 
auf Br | j = Br Cl | % 





| Antipathes Grénland positiv | 0,02) — | — _ 
arctica Liitken (Skarniut) | | 

2} Antipathes ') . 1,79 | 0,38 | 0,42 | 0,37 
species ? | | 

3 Antipathes — > 0,81 1,53 | 0,73 | 0,25 


species ? 


(| Cirripathes _ negativ | 5,45| — | 0,43 | 0,48 
spiralis Blainy. | | 

5 | Arachnopathes — > 6.14) — | 0,68 | 0,47 
| 

















ericoides Esp. 


Wie aus der Tabelle hervorgeht, sind innerhalb der Gruppe 
der Antipathideen ganz verschiedene Typen hinsichtlich des 
Halogengehalts repriisentiert. Beziiglich des Jodgehalts sind die 
Extreme vertreten: wahrend in Nr. 1 dieser Grundstoff wenig 
mehr als spurenweise vorhanden ist, wetteifern Nr. 4—5 mit 
den jodreichsten Gorgonaceen (Gorgonia verrucosa, Cavolini 
und graminea). In bezug auf Brom ist es hdchst bemerkens- 
wert, daB dieser Grundstoff — der nunmehr bei 53 Anthozoén- 
arten (Dubletten einberechnet: 63 Specimina) nachgewiesen 
worden ist — in zwei Fillen fehlt.2) Der Ch/orgehalt ist hier 
in jedem untersuchten Falle weit augenfilliger, als das inner- 
halb der tibrigen Anthozoéngruppen der Fall gewesen ist. In 
entgegengesetzte Richtung geht die Abweichung betreffs des 
Schwefelgehalts. Zwar ist der der organischen Geriistsubstanz 
der Antipathideen zugrunde liegende Proteinstoff nicht schwefel- 
rel — wie das Krukenberg hat geltend machen wollen — 


') Das Untersuchungsmaierial — ein hinsichtlich der Harte und 
Farbe ebenholzihnliches Fragment (10 cm lang; Gewicht: 58 g) des 
Hauptstammes — trug die Signatur: «Black coral from Teddah» (= Teda 
in Paléstina ?) 

*) Dieses unerwartete Verhialtnis ist durch wiederholte Analysen 
festgestellt worden. 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. LV. 
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wohl aber ist er zu den allerschwefelairmsten unter den Pro- 
teinstoffen zu rechnen. 

Abgesehen von dieser Abweichung beziiglich des Schwefel- 
gehalts diirfte die organische Gertistsubstanz der Antipathideen 
der der Gorgonaceen (dem Gorgonin) nahe stehen. (Sie ist in 
Ubereinstimmung mit dieser letzteren in Pepsin-HCl unléslich.) 


Zusammenfassung der Ergebnisse (betreffs der Anthozoén im allgemeinen), 


1. In allen Killen sind Halogene, in organischer Bindung 
vorkommend, in der organischen Geriistsubstanz des Skeletts an- 
getroffen worden. Jod ist in allen Fiillen (von Spuren bis gegen 
7°/o) nachgewiesen worden; Brom in allen Fallen (gefundene 
Menge: !/4—4°/o) — ausgenommen bei 2 Antipathideen; Ch/ov 
in allen Fallen, wo eine solche Untersuchung angestellt worden 
ist (in der Regel nur ein oder ein paar Zehntel °/o, bei den 
Antipathideen in betrachtlicherer Menge, !/2—§/s°/o). 

2. Fiir den friiher (beztiglich der Gorgonaceen)!) aufge- 
stelllen Satz betreffs der relativen Konstanz des Halogengehalts 
bei der Art seiner Unabhdngigheit von dem Klima des Standorts 
sowie seines Mangels an Korrespondenz mit den physikalischen 
Higenschaften der Geriistsubstanz hat die fortgesetzte Untersuchung 
weitere Bestiitigung geliefert, weshalb er auf die Anthozoén im 
allgemeinen angewendet werden zu kénnen scheint. 

3. Die organische Gertistsubstanz der Pennatulaceen — 
vorschlagsweise Pennatu/in genannt — unterscheidet sich von 
der der tibrigen hier fraglichen Anthozoéngruppen durch ihre 
Loslichkeit in Pepsin-HCl. Die organische Geriistsubstanz der 
Gorgonaceen und der Antipathideen diirfte bis auf weiteres zu- 
sammenfassend als Gorgonin zu bezeichnen sein. (Von der 
organischen Gertistsubstanz der Alcyonaceen ist noch zu wenig 
bekannt, um auch nur eine vorliufige AuSerung beziiglich ihrer 


Rubrizierung zu erlauben.) 


4. Der Schwefelgehalt ist — wie zuvor bereits fiir die 
Gorgonaceen”) nachgewiesen worden ist — durchgehends als 


‘) Diese Zeitschrift, Bd. LI, Mitteil. I, S, 61—62. 
*) loc. cit. 
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so niedrig!) befunden worden, dafi die organischen Geriistsub- 
stanze des Anthozoénskeletts nicht in die Gruppe der Kera- 
tine eingereiht werden kénnen. Am _ niedrigsten ist er bei 
Antipathideen gefunden worden (kaum !/2°/o). 


Noch bis vor kurzer Zeit war das Vorkommen von orga- 
nisch gebundenen Halogenen in animalischen Geriistsubstanzen 
nur betreffs der Spongien und einer einzigen Gruppe der An- 
thozoén, der Gorgonaceen, genauer bekannt. Durch die hier 
vorgelegte Untersuchungsserie ist die Kenntnis in dieser Hinsicht 
erweitert worden, indem sie nunmehr alle hier in Betracht 
kommenden Gruppen der Anthozoén umfabBt. 

Es ist jedoch meines Erachtens wahrscheinlich, daf ein 
derartiges Halogenvorkommen sich als weit allgemeiner bei 
niederen marinen Tieren erweisen wird, als man bisher ange- 
nommen hat. Bei der Untersuchung ganz zufilligerweise dis- 
poniblen Materials aus der Gruppe der Anneliden ist niémlich 
auch dieses als halogenhaltig befunden worden. Zur Untersuchung 
kamen die sorgfiltig entkalkten Wohnréhren von Chaetopterus 
norvegicus Sars und Hyalinaecia tubicola (Miiller) Malmgren. 
Beide enthielten Jod (0,22, bezw. 0,09°/o), Brom (0,18, bezw. 
(),12°/o) nebst Spuren von Chlor. 





') Fiir die Gruppe Alcyonacea fehlt es uns jedoch gegenwartig an 
Kenntnissen in dieser Beziehung. 











Zur Frage nach der Identitaét der milchkoagulierenden und 
proteolytischen Fermente. 
Von 
W. W. Sawitsch. 


(Aus dem physiol. Laboratorium des Kais. Instituts fiir experimentale Medizin zu 
St. Petersburg.) 


Der Redaktion zugegangen am 3. Februar 1908.) 


Ich Jahre 1904 erschien eine Arbeit von J. P. Pawlow 
und Parastschuk,(') in der die Idee einer Identitaét der 
milchkoagulierenden Fermente mit den proteolytischen zum 
Ausdruck gebracht wurde. Zur Verteidigung ihres Standpunktes 
haben die Verfasser zahlreiche Beispiele fiir die Parallelitit 
beider Wirkungen unter verschiedenen Bedingungen angefiihr': 
in einigen Fiillen ist es ihnen gelungen, eine durchaus genaue 
Proportionalitaét beider Funktionen nachzuweisen. Ferner wurde 
der eigenartige Einflu8 der Alkalien auf das Pepsin beobachtet, 
welcher leicht eine Scheidung des Chymosins vom Pepsin vor- 
tiiuschen konnte. Verschiedene Verfahren, die man _ vorge- 
schlagen hat, um das Chymosin vom Pepsin zu scheiden, wurden 
einer Kritik unterzogen (das Glassersche Verfahren, d. h. 
Fiillung mittels essigsaurem Uranil; das Hammarstensche 
Verfahren, d. h. Fallung mittels MgCO,, sowie auch die Ver- 
dauung in einem sauren Milieu) und man erklarte die Ursachen, 
die die eine Wirkung verdeckten und die andere nicht beein- 
flujten. SchlieBlich zeigten die Verfasser, daB die Abhingig- 
keitsregeln der Wirkungszeit von der Menge des Fermentes 
sich je nach den Reaktionsbedingungen dindern. Auf diese Weise 
wird noch ein Einwand hinfallig, némlich der, daf der Unter- 
schied zwischen den Wirkungsgesetzen die Existenz zweier 
Fermentgruppen voraussetzt. Was diesen Punkt anbetrifft, so 
mui bemerkt werden, daB auch Sawjalow(?) zu denselben 
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<chluBfolgerungen gelangtist. Nochfriiher untersuchte Ganike() 
die Wirkungsgesetze der proteolytischen Fermente in sehr ver- 
diinnten Lésungen mit Hilfe der Methoden der Zihigkeitsver- 
inderung und fand, daf die Wirkung sich direkt proportionell 
zur Konzentration des Ferments verhilt. 

Auf diese Weise wurden zur weiteren Untersuchung zwei 
Wege angegeben: erstens mufi der Einflui der Alkalien auf 
das Pepsin genau studiert werden und zweitens, wenn die 
Koagulation und Proteolysis von einem und demselben Agens 
abhiingen, so mul) zwischen diesen Wirkungen nicht nur eine 
crobe Parallelitaét, sondern eine genaue Proportionalitit bestehen. 
Als die néchste Aufgabe erschien auf diese Weise die Er- 
kliirung der Proportionalitéit der beiden Wirkungen. Der kin- 
(luj der Alkalien auf das Pepsin bildete den Gegenstand einer 
Arbeit Tichomirows.(*) Was die zweite Frage betrifft, so 
wurde uns dieselbe von Professor Pawlow vorgelegt. 


I. Kapitel.!) 


Zur Bestimmung der Verdauungskraft wurden Eiweil- 
rohrchen nach Mett oder Serumroéhrchen benutzt; zur Koa- 
culation verwendete man je 10 cem oder 5 ccm frische Milch, 
die eine bestimmte Zeit im Wasserthermostaten gestanden 
hatte; die GefaBe wurden ausgekocht. 

Bei der Untersuchung der Genauigkeit der Mettschen 
Methode fiir den Magensaft iiberzeugten wir uns, dab die Ver- 
dauung bei einem geringen Séuregehalt sich in giinstigeren 
bedingungen befindet, sich aber dem Schiitz-Borissowschen 
Gesetz wenig unterordnet. Bei gréBeren Aufldsungen mit Wasser 
erhielten wir einfache, aber keine quadratischen Verhiltnisse. 
Fir uns erwiesen sich die mittleren Siuregehalte von ungefihr 
.4°/o HCl als geeigneter, fiir diese pabt das Schiitz-Boris- 
sowsche Gesetz am, besten. Nichtsdestoweniger hat das 
Mettsche Verfahren fiir die genaue Vergleichung der Pepsin- 
mengen gewisse Mangel. Die Sache ist die, daB beim Ab- 
zihlen der Millimeter des verdauten Eiweifréhrchens immer 


‘') Der Inhalt dieses Kapitels bildete den Gegenstand eines Vor- 
rags in der Gesellschaft russischer Arzte im Oktober 1904. 
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ein Irrtum bis zu 0,2 mm vorkommen kann. Ins Quadrat iiber- 
tragen verdunkelt dieser Irrtum ganz bedeutend die wirkliche 
Menge des Ferments und es entsteht auf diese Weise gewisser- 
mafen ein Auseinandergehen der koagulierenden und proteo- 
lytischen Wirkung. Wir beschlossen daher folgendermaben 
vorzugehen: 

Nachdem wir die Menge des Fermentes nach der Koagu- 
lation festgestellt haben, machen wir aus unseren Siiften Mi- 
schungen, und zwar so, dafBb in einem bestimmten Volumen 
der Loésung eine gleiche Menge von Ferment und Siure ent- 
halten ist. Es ist klar, da solehe f&quivalente Mischungen 
die Milch in der gleichen Zeit zum Gerinnen bringen miissen: 
zum Verdauen gebracht, miissen sie die gleiche Menge Milii- 
meter von den Eiweif- oder Serumréhrchen verdauen. Wir 
stellten also soleche Mischungen her und lieBen durch sie ge- 
rinnen und verdauen, wobei wir sie im letzten Falle manch- 
mal gleichmabig mit Saure verdiinnten. 

Zuerst untersuchten wir verschiedene stiindliche Portionen 
der Sifte, die nach Verabreichung von Brot, Fleisch, Milch 
genommen wurden. Die Sifte wurden nach Stunden gesammelt, 
dann wurden sie durch Verdiinnung auf einen Siiuregehalt vou 
4°/oo gebracht und dann je nach dem Fermentgehalt aufgelést. 

Aus der Tabelle I ersehen wir ein vollstindiges Zusammen- 
fallen der beiden Wirkungen in den dquivalenten Mischungen. 
Die Verhiltnisse der Menge an Fermenten, die auf dem Wege 
der Koagulation erhalten wurden, kommen den Quadratverhilt- 
nissen der Millimeter verdauter Eiweibréhrchen sehr _nabhe. 
Es muf jedoch bemerkt werden, dafi man nur nach den Speise- 
sorten vergleichen darf, weil in der Tabelle Versuche aul- 
genommen wurden, die man an verschiedenen Tagen und mil 
verschiedenen Milchsorten angestellt hatte. 


Tabelle I. 


Die auf Brot genommenen Saftportionen sind 16mal verdiinnt und 
diese verdiinnten Portionen der ersten Stunde sind durch A,, die der 
zweiten durch A, usw. bezeichnet. Die stiindlichen auf Fleisch genom- 
menen Saftportionen sind 8mal verdiinnt und durch B,, B, usw. be- 
zeichnet. Die auf Milch genommenen Safte sind 4mal verdiinnt und 
































durch C,, C, usw. bezeichnet. 
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Zur Koagulation nahm man je 1,0 der 


aquivalenten Mischung, aufer bei der zweiten Restimmung, der des Fleisch- 
caftes, bei der man 0,7 nahm. 























eal eieosinac emai Ferment. Zusammensetzung ae rene 
rn — nach der ak oe der iquivalenten machten =| schungen 
des | Eiweib- Ver- Koagula- gerinnen 
<aftes| rohrchen | dauung | !ation Mischungen 1 yy | verdauten 
A, |38mmy]_ 4,0 $8 {0,21 Saft + 0,79 Saure | 4/20” | 4 30/7 2.0 mm 
4, [3,2 » 3,5 33 J03 » +0,7. » 4/10" 4/251 20 > 
A, }2,7 » 2,0 23 1044 » +056 » 4! 20/' | 4/20”71,9 >» 
A, [2,8 > 2,7 2.6 039 » +061 » 4/25” | 4/50”"41.9 >» 
A, 41,7 » 1,0 10 J1,0 >» — 4/10" 4/15”°11.9 » 
B, 13,7 » 2,8 2.0 10,4 Saft+06 Saure} — (| 250% [28 >» 
B, }2,7 » 1,5 15 [0,65 » -+-035 » 115” | 230° [26 >» 
B, }2,2 » 1.0 10 41,0 >» — 105” 235” |2,7 >» 
B, 126 > | 1,4 14 071 >» +029 » | 115” 215” 127 >» 
BK. 13,3 > 2,25 23 1043 » -++-057 » 105” | 240” [2,7 » 
C, (23 2 2,7 2.8 [0,36 Saft -- 0,64 Saure}] 180” 175” [2,0 >» 
(, [14 » 1,0 10 {1,0 » “= 160” 165” }21 » 
21 >» 2.2 23 10,43 » --0,47 » 175” 165 |20 » 
(, 132 » | 52 50 102 >» +08 > 160” 180” |21 >» 
0 >» £.6 £3 [0,23 » -+ 0,77 730° | 175” 12,0 




















Wir haben die von verschiedenen Speisen genommenen 
sifte nicht untereinander verglichen, weil dies schon in der 
Arbeit von Pawlow und Parastschuk geschehen ist. Wir 
haben uns deshalb darauf beschrankt, die stirkste vom Brote 
erhaltene Portion mit der schwiichsten von Milch erhaltenen 


Portion zu vergleichen. Wir stellten Aquivalentmengen her: 


0.54 Brotsaft, 32 mal verdiinnt ++ 0,46 Séure (A) und 1,0 Milch- 
saft, 2mal verdiinnt (B). A koagulierte in 2‘ 35“ und verdaute 
2.1 EiweiBréhrehen: B koagulierte Milch in 2/35‘ und _ ver- 
daute 2,0; auf diese Weise ist der Milchsaft 29,6mal schwacher 
als der Brotsaft, sowohl in bezug auf die Koagulation, als auch 
aul die Proteolysis. 
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Gegen die erhaltenen Resultate liebe sich einwendey, 
dafi das Zusammenfallen der beiden Funktionen nicht von dey 
Identitiit des Chymosins mit dem Pepsin abhangt, sondern yon 
der Parallelitit der Absonderung beider Fermente. Wir ver- 
folgten daher beide Wirkungen unter verschiedenen ktinstlichen 
Bedingungen. Wir erwérmten zuerst die sauren LOsungen bis 
zu verschiedenen Temperaturen und untersuchten dann beide 
Funktionen; zweitens stellten wir einen Teil des Saftes in den 
Thermostaten, der andere Teil, der zur Kontrolle diente, wurde 
kalt gestellt: beide Wirkungen wurden dann verglichen. Wiiren 
es nun zwei verschiedene Fermente, so miiBte eine Wirkung 
verloren gehen und die andere erhalten bleiben, und dies um 
so mehr, da das Stehen der sauren Pepsinlésung im Thermo- 
staten als ein Mittel angeftihrt wurde, um das Pepsin vom 
Chymosin zu trennen. 


Tabelle Il. 


Es wurde Magensaft nach der Scheinfiitterung genommen, bis zu 
einem Séuregehalt von 4°%/oo verdiinnt; Teil 1 wurde in der Kalte stehen 
gelassen, der ubrige wurde im Wasserbade erwirmt, und zwar Portion |! 
bis auf 53°, Ill bis auf 55°, IV bis auf 56°, V bis auf 57° und VI bis 
auf 58°. Wegen der geringen Fermentmenge in Portion VI verglich man 
zuerst die ersten 5 Portionen und dann am anderen Tage I, V und VI. 




















-—- —- 





4mal 


Aquivalente Mischungen |  Koaguliert | Verdaut 
| | 
Pad te | « ~ I ‘ 
1,65 Saéure | 3/45’ u. 3° 2.4 u. 2.3 mm 
| 


0.35 I. —s 








0,47 I. 153 » | 340% » 3/10” 12.5 » 23 
; verdiinnt z | : i 
0.75 Hl. 2: . | $°36” » 3’ 6” (242233 » 
| i 
0.39 IV. > 161 » | 3/20” » 3/20” (2,5 » 2,2 
iY. > 1,0 >» | 3°40” » 3! 5” 12,5 » 22 » 
0,31 I. 16mal verdiinnt -+- 0,69 | 4/ | 1,3 
045 V. 2mal » 4+. 0,55 4! 20)" | 1,2 
10 VI. 2mal » + 0 4/10” | 1,2 


| 


| 


Also geht bei der Erwirmung des sauren Magensatftes bis 
zu verschiedenen Temperaturen die Verminderung beider Funk- 
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‘ionen vollsténdig gleichmiéBig vor sich. Auch aus dem Stehen 
im Thermostaten bei 38° ergab sich das gleiche Resultat, was 
aus dem unten angefiihrten Versuch ersichtlich ist. Wir nahmen 
Magensaft, verdiinnten ihn bis zu 4°/oo Siéiuregehalt, ein Teil 
wurde in die Kalte gestellt (K), den anderen (T) stellte man in 
den Thermostaten. Nach 3, 5, 8 und 11 Tagen wurden Proben 
senommen und mit dem kalt gestellten auf 2 Arten verglichen: 
erstens wurde der saure Saft durch 2 Volumen Siiure_ ver- 
diinnt und zur Verdauung gebracht und zwar immer auf 10 
Stunden: zweitens wurden die Portionen K und T vorsichtig 
und unter fortwaihrendem Umritihren mit HNaCO, in substantia 
neutralisiert und ungefiihr 2 Stunden bei hiéufigem Umriihren 
zwecks Absonderung von CO, stehen gelassen und dann mit 
neutralen Lésungen Aquivalente hergestellt, welche nach Ver- 
diinnung mit 2 oder 4 Volumen Séure auf verschiedene Zeit 
zur Verdauung gestellt wurden. Zur Koagulation nahm man je 
10.0 Milch, erst nach 11 Tagen je 5,0; weiter wurde der Ver- 
such nicht fortgesetzt, da sich die Koagulation sehr verzégert 
hatte und es schwer fiel, ohne Mittel, die das Gerinnen_ be- 


Tabelle III. 











'Wieviel mal Zeit der Verdauung 











_ erdau- | - 
Stehzeit Verd Quadrat- 7 im aw Rie 
ung der K verdiinnt | Koagulation Ge? Aqui- 
= . | valente nach 
Cher- | sauren ver- wurde,umdas der en. Wan 
sstamaiatd Safte nach me Aquivalent | aquivalenten | qiinnung mit 
oo 10 Stund. zu erhalten | Mischung Sduren 
| | | | 
3 K 2,9 mm — : | K‘’ 4’ 'K 18mm 
ie 1,4 1.5 me | a 
Lave t 2,4 » t a a0’ | t 1,7 » 
| | 
r ’ | | > s 
) ‘K26 » | K 3/'50” K 1,9 
ie 20 | 1.8 vs 
lage tis >| ! | t 4 © ia * 
. K29 >» | | K12°40”" | K 16 » 
| 49 =| 4.25 
pT. ? y¢ ai 9 2s ap 
lage |t 13 » | | |} t 12 30 t if » 
wai ; - . ipespeerrenereenie 
It K28 >» | | | K 23's’ | K O9 » 


t 
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schleunigen, auszukommen, deren Anwendung wir vermeidey 
wollten. Wir sahen, daB sich bei beiden Verfahren ihnliche 
Verhiiltnisse ergaben; die gréBte Abweichung ergab 4,9 nach 
der Verdauung und 4,25 nach der Koagulation, doch liegt auch 
hier der Fehler in der beschriinkten Genauigkeit des Mett- 
schen Verfahrens, denn nimmt man 1,4 statt 1,3, so erhiilt 
man eine vollkommene Ubereinstimmung (4,3); folglich betriigt 
der Fehler 0,1. 

Hieraus wird klar, daB beim Stehen der sauren Magen- 
siifte im Thermostaten eine progressive, vollkommen gleichmiibige 
Verminderung beider Wirkungen stattfindet. 

Andere Autoren erhielten ein ganz anderes Resultat. Zum 
Teil hing dies davon ab, dai man bei der Koagulation und 
Proteolysis Proben von verschiedener Empfindlichkeit benutzte: 
infolgedessen fand gewissermaben eine Differenz statt. Anderer- 
seits hing es von der unsorgfiiltigen Einrichtung der Versuclie 
ab. So erhielt man z. B. bei Hemmeter(®) beim Stehen im 
Thermostaten (Fall Werner) von 1 II bis 2611 sogar ein An- 
wachsen der Verdauungskraft von 3,0 bis 3,5, wahrend die Koa- 
gulation sich von 5‘ auf 15‘ verlangsamte. Dies erklart sich 
leicht durch die ungentigende Verdiinnung des Mageninhaltes 
und die daraus folgende unrichtige Berechnung der Pepsinmenge, 
worauf, besonders fiir den Mageninhalt, Nierenstein und 
Schiff(®) hingewiesen haben. 

Bei Hemmeter verminderte sich dann der freie Siure- 
gehalt; so war (Fall Spencer) zu Anfang des Versuches 6. 
gegen das Ende aber 47 vorhanden, wahrend der allgemeine 
Siuregehalt von 64 auf 74 anwuchs. Es war mit andere! 
Worten eine ganze Reihe von Ungenauigkeiten vorhanden. 

Schon in der Arbeit Pawlows und Parastschuks ist 
darauf hingewiesen worden, daB die Verminderung beider Funk- 
tionen des aktivierten Pankreassaftes durch das Stehen i 
Thermostaten ganz gleichméfig vor sich geht; jetzt war es 
nun interessant, die relative Schnelligkeit der Zerstérung al'er 
Fermente des Saftes kennen zu lernen. Wir nahmen zu dem 
Versuche den Pankreassaft von einem akuten Versuche, fiigten 
10°/o Darmsaft hinzu: die eine Portion wurde sofort in det 
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cchnee gestellt (A), die andere wurde bei 38° bis 20‘ (B) stehen 
gejassen und die dritte 3 Stunden (C). Das Fettferment wurde 
durch Titration der Fettsaéure bestimmt, die sich durch Scheidung 
yon 10,0 1°/oiger Monobutyrinlésung und 0,3 Saft gebildet hatte. 
Die Amylase bestimmte man durch Stérkerdhrchen nach Wal- 
‘er, wobei man 0,1 Saft auf 1,0 Soda zu 0,3° ° nahm, die 
Portionen A und B wurden vorher 10mal mit physiologischer 
Kochsalzl6sung verdiinnt. Zur Koagulation nahm man 5,0 Milch, 
die mit 0,5 Salzsdure (0,5°/o) angeséuert war; Saft nahm man 
02. Zur Verdauung wurde die diquivalente Mischung zweimal 
mit 0,3°/o Soda verdiinnt; die Verdauung fand bei Zimmer- 
temperatur statt. 
Tabelle IV. 











Titr. Menge Ver- Verdiinnung | Zeit der | Verdauung 
fiir die — zur Herstel- ; eta der 
. ali. _ der : ation aer i . 
Neutrali Stirke- _tung der Aqui- Mischungen 
sation réhrehen | Aquivalente | yalente [Serum Eiweif 
A 1,1 1,9 mm 3,6 3°15” [5.2mm 1,0mm 
B 0.5 1,7 » 3,1 3/10” [50 » 11 >» 
C 0,3 14 » 3/30” 15,0 >» 1,0 >» 
eines | 
Monobut. 0,1 _ i ,? an, an 

















Der von uns gefundene Gang der ZerstOrung der Fer- 
mente im Pankreassaft stimmt mit den nach einer anderen 
Methode von Ganike(*) erhaltenen Resultaten tiberein. Die Zer- 
slorung des Steapsins geht energisch wiahrend der ersten 20‘ 
vor sich, spéter finden sich nur noch Spuren. Amylase bleibt 
wahrend der ersten 20’ erhalten, dann tritt eine rasche Zer- 
storung ein. Trypsin wird langsamer zerstért, der Prozef geht 
almihlich und bestiindig vor sich. Das Sinken der Verdauungs- 
‘raft fallt mit der Verminderung der koagulierenden Kraft zu- 
“aimmen. Unsere Ergebnisse stimmen auch gut mit dem von 
‘ernon(®) erhaltenen Resultat iiberein, daB bei konsequenter 
rillung der Pankreasextrakte mit Alkohol die Trypsinwirkung 


nit der koagulierenden Wirkung parallel laiuft, wéhrend die 


‘iastatische scharf abweicht. Auferdem konnten wir eine voll- 
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kommene Proportionalitat der milchkoagulierenden und proteo- 
lytischen Wirkung in Pankreassiiften konstatieren, die unte; 
verschiedenen bedingungen genommen wurden, aber in Ap- 
betracht dessen, dafh sich die Fermente im Pankreassaft iiber- 
haupt parallel absondern. haben wir diesen Angaben keine 
Ziffern hinzugefiigt. 


I]. Kapitel. 


Wir gehen jetzt zu den natiirlichen Siften tiber, die Pepsin 
in alkalischer L6sung enthalten, d. h. in Saften aus dem Pylorus 
und dem Brunnerschen Teile des Darmes. In diesem Teile 
der Arbeit bedienten wir uns der Angaben Tichomirows be- 
ziehentlich des Einflusses der Alkalien auf das Pepsin. Wi 
bewirkten das Erscheinen des Ferments durch Séure, die in 
einer solchen Menge hinzugegossen wurde, dah sie ‘4/5 der ge- 
samten Alkalitiit zu neutralisieren imslande war, oder wir gossen 
die Séure vorsichtig iiber den Saft hin, wobei die Anséurun, 
langsam durch Diffusion vor sich ging; auch hiermit erzielten 
wir keine schlechten Resultate. Es mu bemerkt werden, dal, 
die Siifte sehr dick sind, und zur Bestimmung der Verdauungs- 
fiihigkeit haben wir sie stark verdiinnt. So wurde der Brunnetr- 
sche Saft durch Diffusion angesiiuert und dann auf 4°/00 Sidure- 
gehalt gebracht; auch der Magensaft wurde bis auf 4°/oo ver- 
diinnt. Zur Koagulation verwandte man 10,0 Milch und 0,8 Safi 
Man stellte fquivalente Mischungen her. Der Brunnersche 
Saft koagulierte in 3‘ 40, der Magensaft in 3‘ 45”. 


Tabelle V. 











Brunnerscher 





Saft | Magensalt 
verdaute | verdaute 
| | 
Aquivalente Mischungen | 1,9 mm | 2.3 mm 
4°/ooige Siiure ver- vw - * | i * 
sey 4» | 12 >» | 13 » 
diinnt um — | 0.85 > 09 > 


Wie aus der Tabelle ersichtlich ist, fand die Hemmung 
der Verdauung im Brunnerschen Safte infolge der Dichtigkel 
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dieses Saftes statt und verschwand mit der Verdiinnung: es 
‘ritt eine vollkommene Proportionalitét zwischen der koagu- 
iierenden und der auflosenden Funktion zutage. Beim pylorischen 
Saft erklart sich die Sache anders. Nachdem wir ihn ebenso 
wie den Brunnerschen Saft angesaéuert und nach der Koa- 
culation mit Magensaft eine aquivalente Mischung hergestellt 
hatten, waren wir dartiber erstaunt, daf der pylorische Saft 
im Vergleich mit der koagulierenden Kraft bedeutend stirker 


verdaute als der Magensaft. 























Pylorischer Saft Magensaft 
verdaute verdaute 

| 
Aquivalente Mischungen | 2,1 mm | 2.3 mm 
2mal | 28 > | 1,9 » 
i ooige Saure b>» | 2.4 » | 13 » 
verdimnt |) 8> | 21 » : 0.9 >» 
16 » 14 > | O05 » 





Hier lenkt jene Tatsache die Aufmerksamkeit auf sich, 
dai erst nach einer 8fachen Verdiinnung die richtigen Ver- 
hiltnisse (nach Schiitz-Borissow) beobachtet werden. Ander- 
-eils konnten wir am anderen Tage bei der Untersuchung der 
\guivalente auf das Verdauen der Mischung hin bemerken, 
dai der pylorische schneller und manchmal sogar bedeutend 
sclneller koaguliert als der Magensaft. Als wir die Ursache 
dieser Erscheinung untersuchten, richteten wir unsere Aufmerk- 
samkeit darauf, daB der pylorische Saft homogen zu sein schien; 
wenn man ihn aber mit Indikator Lacmoid titrierte, so bemerkte 
ian violett gefarbte Flocken zu einer Zeit, in der die Fliissigkeit 
hoch rot ist. Bei der Verdiinnung nehmen diese Flocken an 
/ahl ab. Wir nehmen an, dai hier ein Riatsel verborgen ist, 
‘ai namlich das Ferment in diesen Kliimpchen eingeschlossen 
‘t, die sich dann bei der Verdiinnung nach und nach auflésen. 
Ueshalb verdiinnten wir den pylorischen Saft so lange, bis das 
‘chiitz~Borissowsche Gesetz seine Kraft nahm, und erst dann 


‘teliten wir die Aiquivalenten Mischungen her. So verdaute der 
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pylorische Saft 1,7, viermal verdiinnt 2,5, achtmal verdiinnt {.. 
Hierauf stellten wir Aquvalente her nach der Koagulation des 
Magensaftes mit achtmal verdiinntem pylorischem Saft. Pe; 
pvlorische Saft koagulierte in 7‘ 10‘, der Magensaft in 7‘: dep 
erstere verdaute 1,0, der letztere 0,8. Ferner begannen wij; 
zu dem alkalischen pylorischen Saft eine Sodalésung hinzu- 
zufiigen, um eine bessere Aufldsung der schleimigen Massen zy 
erzielen; dann fiigten wir nach Tichomirow Saure hinzu und 
manchmal wurde auch zur Entfernung des Uberschusses an 
Salzen dialysiert. Auch in diesem Falle trat ein vollsténdiges 
Zusammenfallen beider Funktionen ein. 

1,0 Magensaftiiquivalent koagulierte in 6’, verdaute 2,5 mm 
KiweiBrohrchen; das Aquivalent des pylorischen Saftes koa- 
gulierte in 6‘20", verdaute 2,6 mm, viermal verdiinnt — 1,2 mm. 

Als der pylorische Saft der Fiaulnis unterworfen wurde, 
erreichten wir ebenfalls eine Verminderung der Dichtigkeit ind 
das Verschwinden der oben erwihnten Kliimpchen. Man ge- 
langt dabei leicht zu einer Proportionalitét beider Funktionen. 

Auf diese Weise kénnen wir das Auseinandergehen der 
beiden Funktionen dadurch erkliren, daB die Schleimkliimpchen 
das Ferment in sich einschlieBen, welches nur allmahlich in 
einem sauren Milieu in Loésung tibergeht; in der Milch finde 
dies nicht statt oder es geht sehr langsam. Die Kliimpchen 
verdecken gewissermafen das Ferment. 

Wir machen darauf aufmerksam, daB unseren Versuchen 
gemifs der pylorische Saft bedeutend reicher an Ferment ist. 
als friiher angenommen wurde. Die Verdauungskraft des py- 
lorischen Saftes wurde von den Autoren mindestens um fiinfma! 


geringer geschatzt, als sie in Wirklichkeit ist. 


III. Kapitel. 


Wir sahen also bei den natiirlichen Saften eine voll- 
kommene Proportionalitét der beiden Wirkungen. Verhalten 
sich nun die Praparate der Fermente ebenso? Wir unter- 
suchten kiufliche Pepsinpraparate (pepsinum hydrochloratum 
solubile 100,0°/o Merk und pepsinum gallicum acidifié Bondault 
Nachdem wir nach der Koagulation d4quivalente Mischunge! 
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ais Pepsinpriparaten und aus Magensaft hergestellt hatten, 
-ahen wir bestiéndig, dafi die Proteolysis in den Magensiiften 
edeutend stirker war (ungefahr 1!/2mal so stark), sogar wenn 
die Antipepsinmenge dadurch ausgeglichen hatten, daf 
vir zu der einen Losung die andere gekochte Losung hinzu- 
‘igien. Obgleich man ein scheinbares Auseinandergehen der 
Wirkungen erhielt, gelang es uns durch wiederholte Reinigung 
-tindiges Zusammenfallen beider Funktionen stattfand. Als Aqui- 
valente nahm man erstens das mit Spiritus gereinigte und mit 
\Wasser verdiinnte Priparat Merk; und zweitens Magensaft, der 
vorsichtig mit NaHCO, neutralisiert und verdiinnt war; 0,5 Magen- 
-aft koagulierte in 4‘30"; 0,5 Praéparat koagulierte in 4‘20". 
Hierauf wurden die Safte stark mit Saure verdiinnt; der Magen- 
sift verdaute 1,5 EiweiBrdhrchen und 4,8 Serumstébchen, das 
Priparat verdaute 1.3 der ersteren und 4,6 der letzteren. 
Genau ebenso verfuhren wir mit dem anderen Pepsin- 
priparat, nur fiigten wir in Anbetracht der geringen Ferment- 
menge auf 5,0 Milch 1,0 cem 5°/o CaCl, hinzu. Das Aquivalent 
+s Priparates koagulierte in 7‘10% und nach der Verdiinnung 
: Siiure verdaute es 2,2 Serumstiibchen. Das Aquivalent des 
\Magensaftes koagulierte in 7‘ und verdaute 2,0. Ferner sam- 
eten wir das Spiritusfiltrat, dimpften es aus, verdiinnten es 
mit Wasser, kochten es, filtrierten es und probierten, wie es auf 
ue Koagulation einwirkt. Zu einer Portion Milch fiigten wir 
/.. Wasser hinzu, zu der anderen 0,5 der gewonnenen Lésung; 
vierauf fiigten wir 0,2 Magensaft hinzu. Die erste Portion 
ougulierte in 3/45‘‘, die zweite in 2/15". Schlieflich stellten 
vr 2 Mischungen zur Verdauung: 1,0 Magensaft +- 1,0 Wasser 
ind 1,0 von demselben Magensaft + 1,0 Lésung aus dem 
| pintusfiltrat. Die erste Mischung verdaute 4,0 mm, zu 0,7 
; ‘ ‘chommen koagulierte sie in 50; die zweite Mischung verdaute 


' 0 und koagulierte in 30‘. Auf diese Weise erklirt sich das 
’ { Auseinandergehen der beiden Funktionen durch das Vorhanden- 
; / “*lh von Stoffen, die die Verdauung verzégern, in noch 


_ *oLverem MaBe aber durch das Vorhandensein von Substanzen, 
' # “© die Koagulation beschleunigen. Uberhaupt muS man darauf 


. & 
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achten, dafi sich in den Extrakten immer grobe Mengen (er. 


artiger Stoffe befinden, wahrend in den reinen Saften!) sehy 


wenige vorhanden sind. Es ist daher sehr schwer, mit Extraktey 
zu arbeiten und sehr leicht, ein Auseinandergehen der beiden 
Funktionen zu erhalten. AuBerdem ist uns noch ein interes- 
sanler Fall vorgekommen, der sehr leicht ein Auseinandergehey 
beider Funktionen hatte vortiuschen kOnnen. Wir hatten eip 
kiiufliches Praparat fliissigen Labferments bekommen, das vor- 
zuglich koagulierte und schlecht verdaute. Die Ursache hier- 
von war zum Teil eine alkalische Reaktion und ferner das 
Vorhandensein von Antipepsinen und von Stoffen, die die Ko- 
augulation beschleunigen. Zieht man alles dies in Betracht, so 
erhielten wir statt der Spuren einer Verdauung eine ganz 
ordentliche Verdauung, aber eine geringere, als mit den Magen- 
siiften nach dem Aquivalent der Koagulation. Als Ursache 
hiervon ergab sich die schnelle Zerstérung des Fermentes durch 
das Stehen in saurer Lésung. So koagulierten 0,6 Lab, bis zu 
2°/oo angeséuert, 10,0 Milch in 2‘35‘‘, nachdem sie 18 Stunden 
im Thermostaten gestanden hatten — in 20/40”, der Aquivalent 
aber des Magensaftes vor dem Stehen in Thermostaten in 2/25‘ 
nach dem Stehen — in 2'40’. Auf diese Weise mul man 
einen besonderen, wenig widerstandsfiihigen Zustand des Fer- 
mentes annehmen, den labilen Zustand. Einen analogen Zu- 
stand erhielten wir, wenn wir den dialysierten Magensatft mit 
Cholestearin nach Schrumpf(*) bearbeiteten. Dieser Autor be- 
arbeitete den dialysierten Prefsaft mit Cholestearin und erhielt 
ein Pepsinpriparat ohne Eiweif (negative biuretische Reaktion. 
Dieses Pepsin verdaute ganz gut, koagulierte aber nicht. Ferner 
bemerkte der Verfasser auch eine leichte Zerst6rung dieses Pep- 
sins. Wir wiederholten diese Versuche, nur mit dem Unterschiede, 
dafi wir dialysierten Magensaft nahmen und ein Pepsinprapara' 
erhielten, das sich ebenfalls beim Stehen schnell zerstorte. 
Dennoch konnten wir eine milchkoagulierende Wirkung enl- 
decken, obwohl dieselbe allerdings erst nach 3—4 Stunden 
eintrat. Wenn wir aber zu der Milch Saure, oder noch besse! 


1) Unter dem Wort «Saft» verstehen wir nur natiirliche Sekret’. 
aber nicht Extrakte. 
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CaCl,, hinzufiigten, um die Wirkung im sauren Milieu zu ver- 
meiden, so erhielten wir eine vorztigliche Koagulation nach 5‘. 
\Venn wir nach der Kogulation aquivalente Mischungen aus 
Magensaft und Pepsin nach Schrumpf hergestellt hatten, so 
sahen wir immer, dali der Magensaft bedeutend mehr _ ver- 
daute, wihrend das gereinigte Labpraéparat und das Pepsin 
Verdauungsresultate ergaben, die einander ihnlich waren. Die 
(rsache dieses labilen Zustandes des Ferments miissen wir in 
einer Abspaltung des Ferments vom Eiweif sehen. 


IV. Kapitel. 


, Jetzt werden wir die Einwiinde betrachten, die zu ver- 
 schiedenen Zeiten gegen die Identitét der milchkoagulierenden 

' und proteolytischen Fermente erhoben worden sind. Einer 

. | der stérksten Einwande wurde von Schmidt-Nielsen dureh 
. folgenden Versuch erhoben: der Verfasser nahm eine Pepsin- 


| - losung und lief einen Teil derselben in der Kélte stehen, wiihrend 
_ ereinen anderen Teil in den Thermostaten stellte. Nach einigen 
| _ Tagen wurden beide Portionen mit dezinormaler Natriumlésung 
| ' neutralisiert. Hierauf stellte der Verfasser nach der Koagu- 
_ lation aquivalente Mischungen her. Diese Mischungen lief der 


, | Verfasser, nachdem sie angesiiuert worden waren, verdauen, 
; _ wobei die Portion aus dem Thermostaten bedeutend mehr ver- 


' daute. Man erhielt also ein Auseinandergehen beider Wir- 
- _ kungen und der Verfasser erklart dies dadurch, da’ das Chy- 
mosin schneller zerst6rt wird als das Pepsin. Wir konnen 

_ unsererseits nur die Richtigkeit dieser Beobachtung bestiitigen, 
r ' kOnnen aber dem Verfasser nicht in der Erklirung dieses 
- _ Falles beistimmen. In der Tat sahen wir bei einer anderen 
, _ Alkalisation ein Zusammenfallen beider Funktionen und _ bei 
1 ier Neutralisation mit Natronlauge erhielten wir ein Zusammen- 

' fallen in den Fallen, wenn wir der Milch Séure_beigefiigt 
- # atten. Man wird uns natiirlich entgegenhalten, daB in diesem 
n —® Falle das saure Pepsin gewirkt habe. Wir aber nehmen an, 
T ; ‘ai die Ursache der Erscheinung nicht die Zerst6érung des 


“liymosins ist, sondern der EinfluB der Lauge auf das Pepsin 
verschiedenen Milieus. Tatséchlich ist die chemische Zu- 


‘loppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. LV. 7 
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sammensetzung der Pepsinlésung, die in der Kiilte gestandey 
hat, eine ganz andere als die der LOsung, die im Thermostaten 
gestanden hat und in dem sich das Eiweif in Pepton vyer- 
wandelt hat. Das Pepsin aber ist auBerordentlich empfindlich 
gegen freies Alkali. Es erscheint nun die nattirliche Frage. 
ob nicht das EiweiB das Pepsin vor Veranderung. schiitzey 
kann. Darum fing man an, dem Saft, der im Thermostate) 
gestanden hat, eine grobe Eiweibmenge beizuftigen, und nev- 
tralisierte ihn dann mit Natron. Es ergab sich, dah die 
Portionen mit beigefiigtem Eiweif bedeutend schneller koagu- 
lierten; so teilten wir den Saft, der drei Tage im Therimo- 
staten gestanden hat, in zwel Teile, zu dem einen Teil fiigten 
wir Kiweif hinzu, zu dem anderen nicht. Nach der Neu- 
tralisation gerann der erstere in 6‘, der letztere in 40/, 
Genau ebenso verfuhren wir mit dem Magensaft, der nicht iin 
Thermostaten gestanden hatte. Die Portion mit dem hinzuge- 
fiigten Kiweifs gerann in 10‘, die ohne Eiweif in 19’. Wir 
miissen also zugeben, dali bei der Neutralisation mit Natron 
irgend eine Einwirkung des Alkalis auf das Pepsin stattfindet. 
wobei das Eiweifi bis zu einem gewissen Grade :das Pepsin 
vor Veriinderungen schiitzt. Wenn nun aber bei der Neutra- 
lisation mit Natron nur eine Verinderung des Ferments stait- 
findet, so bedeutet dies, dai es moglich ist, durch eine be- 
arbeitung die Titigkeit des Ferments wieder herzustellen und 
ein Zusammenfallen der beiden Funktionen zu erhalten. Und 
wirklich, nachdem man der Milch eine gentigende Menge 
CaCl, beigefiigt hatte, fingen die dquivalenten Mischungen an, 
gleichmibig zu verdauen, wéhrend von keinem sauren Pepsin 
die Rede sein konnte. Zu dem Versuch wurde Magensalt ge- 
nommen. Portion A wurde mit NaOH neutralisiert, Portion 
B mit NaHCO,. Durch vorherige Proben wurden die ire? 
Koagulation nach dquivalenten Mischungen mit einer grobet 
Menge CaCl, hergestellt, wozu B 10 mal verdiinnt wurde. 
Dann nahm man zur Koagulation je 0,3 Saft und verschiedene 
Mengen von 5°/o CaCl,; ohne Hinzufiigen von CaCl, nahm 
man je 1,0 Saft; Milch wurde je 5,0 genommen; zur Vel 
dauung nahm man 1,0 dquivalente Mischung +- 4,0 Saure. 
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Tabelle VI. 
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Menge des 5 °%joigen CaCl, | 0,7 0,2 Ol . O Verdaut 
Al 35” 120" | 330” | 43° 2.3 mm 
Bi 35” | 70” 150” 11/2’ 2.5 » 





Also erhilt man beim Hinzufiigen grofier Mengen CaCl, 
iquivalente Mischungen, die in gleicher Weise verdauen und 
koagulieren; mit der Verminderung der Menge CaCl, tritt ein 
Auseinandergehen ein, das bei ginzlichem Mangel von CaCl, 
am starksten ist. 

Und in der Tat muften wir, nachdem wir die iquiva- 

' lenten Mischungen nach der Koagulation ohne CaCl, hergestellt 
: s hatten, B ungefahr 4 mal verdiinnen und wiirden infolgedessen 
ein volisténdiges Auseinandergehen in der Verdauungskraft 
|  erzielt haben. Also findet beim Stehen im Thermostaten gleich- 
|  zeitig mit der Verminderung des Pepsins eine Veranderung in 
' der EiweiBmenge statt. Bei der Neutralisation mit Atznatron 
: _ geht teils eine ZerstOrung des Ferments, teils eine Veranderung 
, _  desselben vor sich, und beide Einfliisse kommen um so scharfer 
' zum Ausdruck, je starker das EiweiB verandert wird. Es ist 
‘ '  wichtig zu bemerken, daf durch das Stehen im Zimmer eine 
| Verinderung in den Siiften vor sich geht, die mit NaOH neu- 
| tralisiert wurden. So verglichen wir den Saft A, der mit NaOH 
_ neutralisiert war, mit dem Saft K, den man mit NaHCO, neu- 
: | tralisiert hatte. Nachdem wir die Aquivalenten Mischungen 
n _ ach Koagulation ohne CaCl, hergestellt hatten, stellten wir 
_ dle Saéfte nach Hinzufiigung von Saure zur Verdauung, wobei 
| A2.8mm verdaute und K2,0mm. Am zweiten Tage stellten wir 
_ hochmals Mischungen her, wobei A in 4/45‘ koagulierte und 
- _ “435 mm verdaute, wahrend K in 4‘30’ koagulierte und 2,2 mm 
‘erdaute. Wenn wir durch den neutralisierten Saft CO, hin- 
_ durchgehen lieBen, konnten wir diesen ProzeS beschleunigen 
"' @® wd auch vollkkommen die Wirkung wiederherstellen, indem 
wir den Saft erst ansiuerten und dann dialysierten. 
Der Magensaft wurde mit NaOH neutralisiert (A); durch 


7* 
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eine Portion (B) lie} man CO, zwei Stunden lang hindurch- 
gehen und lieB sie zwei Stunden unter Umriihren im Ther- 
mostaten stehen. Bei der dritten Portion (K) wurde der Magen- 
saft mit NaHCO, neutralisiert. Zur Koagulation nahm man je 
5,0 Milch. Zuerst stellte man Aquivalente ohne Hinzufiigung 
von CaCl, her, dann eine andere Reihe mit Hinzufiigung von 
0,6 com 10°Joigem CaCl,. 


Tabelle VIL. 








| | | 
Ohne CaCl, | A | B | KI Mit CaCl, | A | BK 








28 | 29 


| | | i | 
| | | | | 
10cem Saft | 8t/ef | 3° 50" 410.6 CaCl, |, 80” 80” 75" 
0,50 » +-0, & Wasser, 22/ | 7/40" — 40,1 Aquival. | — | — 
| 
ore in 1 St. nicht ~ rSCOw 
0.25 »-++-0,75 » geronnen 15 ae hottest | 
| 


Aquival. verdauten | 2,8 | 20 ; 18 verdauten : all 

Auf solche Weise miissen wir zugeben, daf} das Auseinan- 
dergehen der Funktionen in Schmidt-Nielsens Versuche yon 
dem Einflu8 des Alkalis auf das Pepsin herriihrt in Milieus mit 
verschiedenen Eiweifmengen, und nicht von der Zerstorung 
des Chymosins, da die koagulierende Wirkung (Labwirkung) 
wiederhergestellt werden kann. Folglich haben wir es mil 
einem besonderen Zustande des Pepsins zu tun, der infolge 
der Einwirkung des Alkalis entsteht. Zum Unterschied vom Fall 
des Dr. Tichomiroff wird hier das Pepsin durch Saure voll- 
stiindig wiederhergestellt. Fiir diesen Zustand ist es charakte- 
ristisch, daB von CaCl, eine Beschleunigung der Koagulation 
ausgeht, die einen gréSeren Umfang hat, als beim gewohn- 
lichen Pepsin (Tab. VI.). Dieses Verhalten dem CaCl, gegeniiber 
erinnert an Bangs(') Beschreibung des Parachymosins. Die Ahn- 
lichkeit geht noch weiter: in beiden Fallen verlangsamt sich 
die Zeit der Koagulation bedeutend mehr als der Grad der Ver- 
diinnung, wie dies aus der Tabelle VII ersichtlich ist. 

Bei der Neutralisation mit NaHCO, erhalt man zuerst 
eine Vermehrung der Zeit proportionell der Verdiinnung, di¢ 
jedoch schnell ihre Grenze erreicht, worauf J. P. Pawlow 
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und Parastschuk in ihrer Arbeit hingewiesen haben; hierauf 
yerlangsamt sich die Koagulation. In Anbetracht dessen be- 
zeichnet Bang(!*?) das milchkoagulierende Ferment im Magen- 
saft des Hundes als Parachymosin. Dialysiert man jedoch den 
Magensaft des Hundes und macht ihn auf diese Weise neutral, 
.) erhalt man einfache umgekehrte Verhiiltnisse zwischen der 
Zeit der Koagulation und der Verdiinnung. In dem unten an- 
gefiihrten Versuche wurde der Magensaft mit NaHCQ, neutra- 
lisiert; den anderen Saft dialysierte man; hierauf nahm man zur 
Koagulation je 1,0 mit Wasser verdiinnten Sait auf 10,0 Milch. 














Relative Der Saft koagulierte 
Fermentmenge neutralisiert dialysiert 
I 2° | 1‘ 45” 
‘|e 4 3’ 20” 
Iq 7! 50” 6’ 10% 
ils 15/ 30” 12° 
‘M16 41‘ 25’ 
‘/39 -- 51’ 





Auf solche Weise bemerkt man auch bei einer Neutra- 
isation mit HNaCQO, eine leichte Veranderung des Ferments. 
Dies stimmt vollstandig mit den Angaben Tichomirows(*) 
iberein, der gefunden hat, daB die Alkalisation mit Soda eine 
Veranderung des Ferments herbeifiihrt, was aber sehr langsam 
vor sich geht. Also betrachteten wir das Parachymosin, als 
las erste Stadium der Alkaliwirkung auf das Pepsin. Es ist 
volkommen verstindlich, da das Parachymosin der Alkali- 
wirkung gegeniiber empfindlicher erscheint, als das Chymosin, 
| h. das unveriinderte Ferment. Dies ist nach Bang (!!) der 
iritte charakteristische Zug fiir das Parachymosin. 

Was nun die Behauptung Bangs anbetrifft, daB man 
‘urch die Erwarmung in neutraler Loésung das Pepsin zer- 
sturen k6énne und dadurch das Parachymosin ausscheiden, so 
sunnen wir uns damit durchaus nicht einverstanden erklaren. 
Venn wir die mit NaOH neutralisierten Sifte, welche die fiir 
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das Parachymosin charakteristischen Merkmale besaBen, oder 
auch neutrale Lésungen kéauflicher Pepsinpraparate bis zy 
76—77° erwarmten, beobachteten wir immer eine deutliche 
proteolytische Wirkung. 

Wir konnten jedoch wahrnehmen, daf die koagulierende 
Fiahigkeit solcher erwarmter Séfte schirfer ausgesprochen war. 
als die Verdauungsfahigkeit. Gleichzeitig richteten wir unsere 
Aufmerksamkeit darauf, daf die Reaktion der Safte nach der 
Erwiarmung etwas alkalisch wurde. Auferdem findet ein reich- 
liches Ausscheiden des geronnenen Eiweifes in dem erwarmten 
Saft statt. Die biuretische Reaktion ist im Filtrat sehr schwach. 
Man erhilt eine auberst schwache Alkalitét und oft verursacht 
ein Tropfen Saéure schon eine saure Reaktion. Darum fiigten 
wir 1—2 Tropfen Saure hinzu und stellten die Mischung in 
den Dialysator, um eine neutrale Reaktion zu erhalten. Hierauf 
erhOhte sich die Verdauungsfahigkeit auffallend (von 0,9 auf 
2,2 Serumstabchen). 

Von anderen Argumenten, die gegen die von uns ver- 
teidigte Theorie vorgebracht wurden, finden wir noch die Be- 
hauptung Glaessners,(!%) daB im menschlichen Pankreassaft 
iiberhaupt keine Chymosinwirkung vorhanden sei. Diese Be- 
hauptung hat eine um so grofere Bedeutung, da sie nur in 
Ausnahmefiillen gepriift werden kann. Gliticklicherweise ist 
kiirzlich die interessante Arbeit Wohlgemuths tiber den Pan- 
kreassaft des Menschen erschienen. Dieser Autor hat bemerkt, 
was Glaessner itibersehen hat. Wir fiihren hier die Schlub- 
folgerungen Wohl gemuths an, daB (S. 355) «. . . . im mensch- 
lichen Pankreassaft sich ein Labferment findet, im inaktiven 
als Proferment, im aktiven als Ferment. Als zweites Faktum 
ergibt sich, daB die Aktivierung des Labferments mit der des 
Trypsins parallel geht, sei es, daB man mit Darmsaft oder mil 
Salzsiiture den menschlichen Pankreassaft aktiviert». Wir werden 
hier nicht auf die Verfahren eingehen, die zur Trennung von 
Chymosin und Pepsin vorgeschlagen wurden, da dieselben 11 
der Arbeit Pawlows und Parastschuks einer Kritik unter- 
worfen worden sind. Wir kénnen unsererseits nur hinzuftigen, 
dali wir saure Aufgiisse aus Kialbermagen (Labmagen) her- 
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stellten und sie in den Thermostaten stellten. Nicht ein einziges 
Mal konnten wir uns nach der Neutralisation mit NaHCO, von 
der Abwesenheit der koagulierenden Wirkung iiberzeugen. Es 
ist allerdings wahr, dafi bei langem Stehen die Koagulation 
sehr verzOgert wurde; man brauchte nur zu der Milch CaCl, 
auf 5,0 Milch 1,0 cem 5°/oiger L6sung) in groferer Menge hinzu- 
zufiigen und die Koagulation fand in einigen Minuten statt; 
ohne Hinzuftigung von Ferment aber stand die Milch mit CaCl, 
stundenlang, ohne zu gerinnen. Wir miissen also zugeben, 
daB die koagulierende Fahigkeit tiberall und immer mit der 
proteolytischen Hand in Hand geht. Auf diese Weise existiert 
vorlaufig noch nichts, was zugunsten des Vorhandenseins zweier 
Fermentgruppen spraiche. Es scheint uns, daf} sich die An- 
nahme zweier solcher Fermentgruppen nur auf die Tradition 
griindet. Anders lassen sich einige Dinge gar nicht erkliren. 
So konnte z. B. Hemmeter(®) bei der Untersuchung des starken 
proteolytischen Ferments im Safte der Suava und der Ananas 
kein Chymosin entdecken, obgleich er einen hierher gehorigen 
Versuch anftihrt: «Obschon beide Safte Milch koagulieren (ein 
fropfen Ananassaft bringt 20,0 cem Kuhmilch zur Gerinnung), 
konnten wir uns nicht tiberzeugen, daB diese Wirkung von 
einem Ferment abhing.» Wie grof mite also der Séure- 
zehalt dieser Fruchtsafte sein, um die Fallung des Caseins in 
einer Verdiinnung von 1 auf 200 herbeizufiihren, und wire es 
bel einem solchen Saéuregehalt mdglich, die reifen Friichte zu 
essen ? 

Die Annahme von 2 Fermentgruppen fiihrt noch zu einer 
weileren Komplikation. Sobald man eine Abweichung von den 
gewOhnlichen Regeln beobachtet, wird die Existenz eines neuen 
Ferments angenommen, obgleich die Abweichung von einer 
Veriinderung der Reaktionsbedingungen ausgehen kann. 

Wir halten es fiir notwendig, nochmals hervorzuheben, 
iab die Wirkungsregeln der Fermente in Verbindung mit der 
4vit und Konzentration sich den Reaktionsbedingungen gemiéf 
verandern und daf sich unter gewissen Bedingungen die Wir- 
‘ungszeit der proteolytischen Fermente in einfachem Verhiiltnis 
ur _Konzentration befindet. 
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das Parachymosin charakteristischen Merkmale besaBen, oder 
auch neutrale Lésungen kauflicher Pepsinpraparate bis zy 
76—77° erwarmten, beobachteten wir immer eine deutliche 
proteolytische Wirkung. 

Wir konnten jedoch wahrnehmen, da8 die koagulierende 
Fahigkeit solcher erwarmter Safte scharfer ausgesprochen war. 
als die Verdauungsfahigkeit. Gleichzeitig richteten wir unsere 
Aufmerksamkeit darauf, daB die Reaktion der Safte nach der 
Krwirmung etwas alkalisch wurde. Auferdem findet ein reich- 
liches Ausscheiden des geronnenen Eiweifes in dem erwarmten 
Saft statt. Die biuretische Reaktion ist im Filtrat sehr schwach. 
Man erhilt eine auberst schwache Alkalitét und oft verursacht 
ein Tropfen Saure schon eine saure Reaktion. Darum fiigten 
wir 1—2 Tropfen Saure hinzu und stellten die Mischung in 
den Dialysator, um eine neutrale Reaktion zu erhalten. Hierauf 
erhohte sich die Verdauungsfahigkeit auffallend (von 0,9 auf 
2,2 Serumstabchen). 

Von anderen Argumenten, die gegen die von uns ver- 
teidigte Theorie vorgebracht wurden, finden wir noch die Be- 
hauptung Glaessners,(!%) daB im menschlichen Pankreassaft 
iiberhaupt keine Chymosinwirkung vorhanden sei. Diese Be- 
hauptung hat eine um so grdfere Bedeutung, da sie nur in 
Ausnahmefiillen gepriift werden kann. Gliicklicherweise ist 
kiirzlich die interessante Arbeit Wohlgemuths tiber den Pan- 
kreassaft des Menschen erschienen. Dieser Autor hat bemerkt, 
was Glaessner tibersehen hat. Wir fiihren hier die Schlub- 
folgerungen Wohlgemuths an, daf (S. 355) «. . . . im mensch- 
lichen Pankreassaft sich ein Labferment findet, im inaktiven 
als Proferment, im aktiven als Ferment. Als zweites Faktum 
ergibt sich, daB die Aktivierung des Labferments mit der des 
Trypsins parallel geht, sei es, da’ man mit Darmsaft oder mil 
Salzsiure den menschlichen Pankreassaft aktiviert». Wir werden 
hier nicht auf die Verfahren eingehen, die zur Trennung von 
Chymosin und Pepsin vorgeschlagen wurden, da dieselben in 
der Arbeit Pawlows und Parastschuks einer Kritik unter- 
worfen worden sind. Wir kénnen unsererseits nur hinzufiigen, 
dal; wir saure Aufgiisse aus Kalbermagen (Labmagen) her- 
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stellten und sie in den Thermostaten stellten. Nicht ein einziges 
Mal konnten wir uns nach der Neutralisation mit NaHCO, von 
der Abwesenheit der koagulierenden Wirkung iiberzeugen, Es 
ist allerdings wahr, dai bei langem Stehen die Koagulation 
sehr verzOgert wurde; man brauchte nur zu der Milch CaCl, 
auf 5,0 Milch 1,0 ccm 5°/oiger L6sung) in groferer Menge hinzu- 
zufigen und die Koagulation fand in einigen Minuten statt; 
ohne Hinzufiigung von Ferment aber stand die Milch mit CaCl, 
stundenlang, ohne zu gerinnen. Wir miissen also zugeben, 
daB die koagulierende Fahigkeit tiberall und immer mit der 
proteolytischen Hand in Hand geht. Auf diese Weise existiert 
vorliiufig noch nichts, was zugunsten des Vorhandenseins zweier 
Fermentgruppen sprache. Es scheint uns, dafi sich die An- 
nahme zweier solcher Fermentgruppen nur auf die Tradition 
griindet. Anders lassen sich einige Dinge gar nicht erkliren. 
So konnte z. B. Hemmeter(®) bei der Untersuchung des starken 
proteolytischen Ferments im Safte der Suava und der Ananas 
kein Chymosin entdecken, obgleich er einen hierher gehérigen 
Versuch anfitihrt: «Obschon beide Safte Milch koagulieren (ein 
Tropfen Ananassaft bringt 20,0 eem Kuhmilch zur Gerinnung), 
konnten wir uns nicht tiberzeugen, dafi diese Wirkung von 
einem Ferment abhing.» Wie grof mite also der Séure- 
gehalt dieser Fruchtséfte sein, um die Fallung des Caseins in 
einer Verdiinnung von 1 auf 200 herbeizufiihren, und wire es 
bei einem solchen Sauregehalt méglich, die reifen Friichte zu 
essen? 

Die Annahme von 2 Fermentgruppen fiihrt noch zu einer 
weiteren Komplikation. Sobald man eine Abweichung von den 
gewOhnlichen Regeln beobachtet, wird die Existenz eines neuen 
Ferments angenommen, obgleich die Abweichung von einer 
Veriinderung der Reaktionsbedingungen ausgehen kann. 

Wir halten es fiir notwendig, nochmals hervorzuheben, 
dab die Wirkungsregeln der Fermente in Verbindung mit der 
Zeit und Konzentration sich den Reaktionsbedingungen gemab 
verindern und daB sich unter gewissen Bedingungen die Wir- 
kungszeit der proteolytischen Fermente in einfachem Verhiiltnis 
zur Konzentration befindet. 
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Dagegen hiiufen sich die Tatsachen, die zugunsten der 
Identitaét milchkoagulierender und_ proteolytischer Fermente 
sprechen, mehr und mehr an. In der Arbeit Fleischers(15) 
wurde auf den Zusammenhang zwischen der gelatinespaltendey 
und milchkoagulierenden Wirkung der Bakterienfermente hip- 
gewiesen. Die Bakterienkulturen wurden mittels Filtration durch 
Chamberlandsche Kerzen sterilisiert; das Filtrat wurde neu- 
tralisiert und auf die Koagulation sterilisierter Milch hin, welcher 
man Siure beigefiigt hatte, untersucht. Als Kontrolle dienten 
Portionen mit gekochtem Filtrat und Wasser. Es ergab sich, 
daf} die Bakterienfiltrate, welche Gelatine fliissig machten, die 
Milch koagulierten, wahrend diejenigen, unter deren Wirkung 
Gelatine nicht fliissig wurde, auch die Milch nicht gerinnen 
machten. Die Filtrate von b. acidi lactici koagulierten nicht. 
da die Koagulation der Milch mittels dieser Bakterien von der 
Bildung einer Sadure, nicht aber eines Fermentes abhingt. Ferner 
hat der Autor gezeigt, dali das Anwachsen beider Funktionen 
bei Kulturen verschiedenen Alters parallel lauft. Endlich wirkten 
die Bakterienfiltrate nicht nur auf die Gelatine, sondern ver- 
dauten auch Eiweib. 

Kiirzlich konnte nun Jacoby(!§) ein proteolytisches Fer- 
ment in Labpriiparaten nachweisen, sowie eine parallele Ver- 
minderung beider Funktionen beim Erwirmen. Bei der Unter- 
suchung der Wirkung der Antikérper auf das Chymosin fand 
der Verfasser «keinen Grund, welcher eine Spezifitiét der Anti- 
kérper gegen Lab und Pepsin sicherstellen und von dieser Seite 
aus eine Trennung notwendig machen konnte>. 

Die Annahme einer Identitat der milchkoagulierenden und 
proteolytischen Fermente hat schon zu einer Erklérung des 
Kinflusses der Alkalien auf das Pepsin gefiihrt (Tichomirow): 
dieser Einflu8 ist némlich, als ein Ubergang des Pepsins in 
einen latenten, inaktiven Zustand erklirt worden. Nur von 
der Annahme einer Identitiét ausgehend, konnten wir eine wirk- 
liche Verdauungskraft des pylorischen Saftes entdecken. !m 
allgemeinen halten wir es fiir sehr wichtig, die eine Wirkung 
durch die andere zu kontrollieren. Dies schiitzt am besten 
gegen falsche SchluBfolgerungen. Die Proben auf Koagulation 











Uber milchkoagulierende und proteolytische Fermente. 105 


nehmen nicht viel Zeit in Anspruch, wenn man zu der Milch 
CaCl, im Uberflu} hinzufiigt. Es wire sehr wiinschenswert, 
die Koagulationsmethode als klinisches Verfahren zwecks Be- 
stimmung der Fermente zu priifen. Um die Resultate ver- 
gleichen zu kénnen, mus man den Mageninhalt mit Soda neu- 
tralisieren und der Milch CaCl, in einer bestimmten und reich- 
lichen Menge beiftigen. 

Als unsere Arbeit schon beendigt war, erfuhren wir mit 
Vergntigen, dai in Pekelharings Laboratorium Gewin(!*) 
zu denselben Resultaten gekommen ist.. Dieser Autor hielt das 
Parachymosin und das Chymosin fiir ein und dasselbe Fer- 
ment; der Unterschied zwischen ihnen wird durch die Eigen- 
heiten der Beimischungen bedingt. Das Resultat des Schmidt- 
Nielsenschen Versuchs erklairt er durch die Zerstorung von 
Stoffen, die das Ferment schiitzen. 

Zum Schlufi spreche ich hochverehrtem Prof. Pawlow 
meinen Dank aus dafiir, daf er mir das Thema vorgeschlagen 
hat, und fir die Ratschlaége, die er mir beim Ausfiihren dieser 
Arbeit erteilte. 
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Zur Frage nach der Wirkung der Alkalien auf das Eiweibferment 
des Magensaftes.') 


Von 
Dr. med. N. P. Tichomirow. 


{us dem physiol. Laboratorium des Institutes fiir experim. Medizin zu St. Petersburg.) 
(Der Redaktion zugegangen am 3, Februar 1908.) 


Bis in die allerneuste Zeit wurde die proteolytische und 
die milchkoagulierende Wirkung des Magensaftes zwei ver- 
<hiedenen Eiweiffermenten dieses Saftes zugeschrieben, nam- 
lich dem Pepsin und dem Labferment. Diese Ansicht, die sich 
auf die unzweifelhafte Gegensiitzlichkeit der Wirkung dieser 
hbeiden Fermente griindete, wurde noch durch einige Isolierungs- 
verfahren dieser Fermente unterstiitzt. In letzter Zeit jedoch 
tauchte die Frage tuber die Identitaét des Pepsins und des Lab- 
fermentes auf. Nach einigen vorausgegangenen Mitteilungen 
wurde im Jahre 1904 von Professor J. P. Pawlow?) eine mit 
Parastschuk gemeinsam ausgefiihrte Arbeit verodffentlicht, 
worin die Verfasser auf Grund einer Reihe von Versuchen die 
Ansicht durchfiihren, daf das Pepsin und das Labferment nicht 
als zwei verschiedene Fermente erscheinen, sondern nur ver- 
s‘hiedene Funktionen eines Eiweibfermentes darstellen, das auf 
<ilche Weise iiber eine doppelseitige Wirkung verfiigt. In der- 
-¢lben Arbeit wird eine faktische Kritik der Isolierungsmethoden 
des Pepsins und Labferments, die von Glaessner und Ham- 
inarsten vorgeschlagen wurden, angefiihrt. 

') Vorliufige Mitteilung in der Gesellschaft russischer Arzte in 
»!. Petersburg, Sitzungsprotokolle der Gesellschaft tber das Jahr 1904—1905, 

LXXI, S. 42 (russisch). 
*) Prof. J. P. Pawlow und S. W. Parastschuk, Uber die ein 
demselben Eiweiffermente zukommende proteolytische und milch- 
‘culierende Wirkung verschiedener Verdauungssifte, Diese Zeitschrift, 
\LI, S. 415. 


‘oppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. LV. 
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Kine der von Hammarsten vorgeschlagenen Methodey 
zur Isolierung des Pepsins vom Lab besteht in folgenden: 
‘Eine mit Salzsiiure bereitete und darauf neutralisierte Infusion 
der Magenschleimhaut vom Kalbe wird wiederholt mit neuen 
Mengen Magnesiumcarbonat geschiittelt, bis das Pepsin aus- 
gefillt worden ist.» !) Das Lab muf also auf solche Weise jn 
der Losung bleiben, die nun frei von Pepsin ist, das durch das 
Pulver MgCO, in den Niederschlag gezogen und mit diesem 
zusammen abfiltriert wird. Beziehentlich dieser Hammarsten- 
schen Methode hat Pawlow?) gezeigt, dai die Wirkung des 
MgCO, auf den Saft, die zu einem Verschwinden des Pepsins 
aus dem Filtrat fiihrt, nicht von einem mechanischen Auszug 
des Pepsins in den Niederschlag abhangt, sondern von einer 
Siattigung des Saftes mit Alkali. Das kohlensaure Magnesium 
ist allerdings wenig léslich, aber nach dem Schiitteln des 
neutralisierten Saftes mit dem Pulver MgCO, hat die abfiltrierte 
Fliissigkeit eine alkalische Reaktion. Ein solcher alkalisierter 
Saft besitzt tatsachlich eine ziemlich starke koagulierende 
Wirkung: wird er. angesiiuert und zur Verdauung gestellt, so 
zeigt er eine sehr geringe Verdauungskraft. «Es wurde also 
klar», wird weiter in der schon zitierten Arbeit von Pawlow 
und Parastschuk’) gesagt, «dafi der Mechanismus der in der 
ersten Phase der Hammarstenschen Methode zu beobachtenden 
Erscheinungen ein durchaus anderer ist, als wie man ihn sich 
bis jetzt vorstellte. In Wirklichkeit war er nichts weiter, als 
die schon liingst bekannte Zersetzung oder chemische Veriin- 
derung des Fermentes unter Einwirkung von Alkalien». Ferner 
hat Pawlow gezeigt, dab, wenn man diesen alkalisierten Sat! 
mit Salzsiiure neutralisiert, ihn in neutraler Reaktion einige 
Zeit verbleiben lift und dann ansauert, auch seine Verdauung:- 
kraft bedeutend erhdht wird. | 

Dieser eigenartige Einflu§8 der Alkalien auf das Ferment 
des Magensaftes hat die Aufmerksamkeit der Forscher schon 
mehrmals auf sich gelenkt und die meisten Autoren haben den 


'' Hammarsten, Lehrbuch der physiolog. Chemie, 1907, S. 5»° 


2) J. P. Pawlow und Parastschuk, loc. cit., S. 439 u. f. 
‘) J. P. Pawlow und Parastschuk, loc. cit., S. 441. 
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Alkalien eine zerstOrende Wirkung auf das Pepsin und auch 
auf das Labferment zugeschrieben. 

Kiihne') weist darauf hin, daB das Pepsin bei langem 
Stehen sogar mit stark verdiinnten Alkalien zerstért wird. 

Langley?) bertihrte, nachdem er durch seine histolo- 
gischen und physiologisch-chemischen Untersuchungen die 
'xistenz von Pepsinogen in der Magenschleimhaut verschiedener 
Tiere nachgewiesen und auf die Art des Uberganges von Pep- 
-inogen in wirkendes Pepsin hingewiesen hatte, auch die Frage 
liber die Einwirkung der Alkalien auf diese zwei Zustinde des 
Ferments. Indem er die peptische Kraft seiner Lésungen nach 
der Griitznerschen kolorimetrischen Methode  untersuchte, 
fand Langley, daf das Pepsin sehr schnell durch 0,5—1°/oige 
Lisungen kohlensauren Natrons zerst6rt wird, wahrend das 
Pepsinogen diesen LOsungen ziemlich stark widersteht. Der 
Autor untersuchte auch die zerst6rende Wirkung der Lésungen 
von Na,CO, auf das Labferment und zeigte, da’, abgesehen 
von der bekannten zerstOrenden Wirkung der atzenden Alkalien 
auf das Labferment,*) die Sodalésungen dieses Ferment auch 
stark zerstoren. ) 

Nach einigen Jahren erschien eine gemeinsame Arbeit 
Langleys und Edkins,*) in der die Frage tiber die relative 
Wirkung verschiedener Stoffe auf das Pepsinogen und Pepsin 
genauer betrachtet wird. Die Autoren untersuchten die Wirkung 
der Alkalien und bestiatigten die friiheren Resultate Langleys, 
uimlich, daB die zerstodrende Wirkung der Alkalien auf das 


'‘) Kiihne, Uber das Verhalten verschiedener organisierter und 
sogen. ungeformter Fermente, Verhandlungen des Naturhist.-mediz. Vereins 
20 Heidelberg, 1877, Bd. I, S. 190. 

*) Langley, On the destruction of ferments in the alimentary 

inal, Journ, of Physiol., 1882, Vol. Ill, p. 246. 

Langley, On the histology of the mammalian gastric glands and 
‘ie relation of pepsin to the granules of the chief cells, Journ. of Physiol., 
iss2. Vol. III, p. 269. 

*) Hammarsten, Uber die Milchgerinnung und die dabei wirkenden 
rermente der Magenschleimhaut, Malys Jahresber., 1872, Bd. Il, S. 121. 

*) Langley and Edkins, Pepsinogen and pepsin, Journ. of Phy- 

1886, Vol. VII, p. 371. 
* 














110 N. P. Tichomirow, 


Pepsin bedeutend stirker ist, als auf das Pepsinogen; das Vor- 
handensein von Eiweifstoffen in der Lésung wirkt dem zer- 
storenden Einflu8 der Sodalésungen auf das Pepsin entgeven, 
Dabei weisen die Autoren darauf hin, dafi dagegen das Kohlen- 
siiuregas vernichtender auf das Pepsinogen wirkt und schwiiche; 
auf das Pepsin. 

Herzen’) fand, indem er die Resultate der Arbeiten 
Langleys bestatigte, auberdem noch, daf CO, die Fahigkeit 
besitzt, die unter dem EinfluB der Alkalien verschwundene 
Wirkung des Pepsins auf das Eiweif wieder herzustellen. Au! 
Grund dieser Tatsache gelangt Herzen zu der Schluffolgerung, 
dafi die Alkalien das Pepsin nicht zerstOren, sondern es modi- 
fizieren, indem sie es in einen unwirksamen Zustand versetzen: 
die Kohlensiiure aber besitzt die Eigenschaft, es aus diesem 
Zustande wieder in einen wirksamen Zustand zuriick zu versetzen, 

Fermi und Pernossi?) gelangten, indem sie in ihren 
Untersuchungen die Frage iiber die Wirkung der Alkalien au 
das Pepsin beriihrten, zu Schluffolgerungen, die bei weitem 
nicht mit den Resultaten der Arbeiten der vorhergehende:) 
Autoren iibereinstimmen. Sie resumieren, ohne genaue Proto- 
kolle und Tabellen iiber ihre Versuche anzufiihren, ihre Resul- 
tate folgendermafen: das Pepsin verliert, wenn es der Wirkung 
der Lésungen Na,CO, bis zu 30°/o fiinf Tage lang ausgesetz! 
wird, seine Wirkung nicht; Atzkali in einer Konzentration yon 
1°/o zerstérte das Pepsin im Verlauf von 24 Stunden, aber 
eine Atzkalilisung von 0,25°/o zerstérte das Pepsin nicht im 
Verlauf mehrerer Tage. 

Schlieblich wurde von Bang,*) wenn man sich so aus- 
driicken kann, eine vergleichende alkalische Probe an zwei 
Labfermenten angewendet, und zwar am Parachymosin und 


!} Herzen, Uber die Wirkung der Alkalien auf das Pepsin, Annali 
di chim. e di farmac., Bd. VIII, S. 302, zitiert nach Malys Jahresber.. 
1888, Bd. XVIII, S. 193. 

?) Fermi und Pernossi, Uber die Enzyme, Zeitschrift f. Hygiene 
und Infektionskrankheiten, 1894, Bd. XVIII, S. 105. 

*) Bang, Uber Parachymosin, ein neues Labferment, Pfliigets 
Archiv, 1900, Bd. LXXIX, S. 434. 
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Chymosin. Bang fand, dafS Parachymosin leichter durch Atz- 
kali zerstOrt wird als Chymosin. 

Die vorliegende Arbeit, die von uns auf den Vorschlag 
des hoehverehrten Professors J. P. Pawlow ausgefiihrt wurde, 
hatte als Aufgabe die weitere Ausarbeitung der Frage iiber 
den Einflu®B der Alkalien auf das Eiweifferment des Magensaftes. 

Bei unseren Untersuchungen benutzten wir ausschlieblich 
reinen Magensaft von Hunden, der durch die Methode der so- 
senannten Scheinfiitterung von Hunden, die eine Magentistel 
und eine durchschnittene Speiserdhre hatten, gewonnen wurde. 
Der saure normale Saft wurde meistenteils mit NaHCO,-Pulver 
neutralisiert, und dieser mit schwachem!) Alkali neutralisierte 
Saft erschien als der urspriingliche in unseren Versuchen. 
Die neutrale Reaktion wurde nach Lackmoid hergestellt. Hie- 
rauf alkalisierten wir den neutralen Saft mit folgenden Alkalien: 
NaHCO,, Na,CO,, MgCO, und schlieBlich mit Losungen NaOH 
in verschiedenen Konzentrationen. Wir versuchten verschiedene 
Abstufungen der Alkalescenz: von der allergeringsten bis zu 
einer Alkalescenz, die bei der Titration im folgenden zum 
Ausdruck kam: 2 cem 0,5°%/oige HCl auf 1 cem Saft, der mit 
NaHCO, alkalisiert war. Zur Bestimmung der Verdauungskraft 
benutzten wir Eiweifstiibchen, die koaguliertes KiweiBalbumin 
enthielten und nach der Mettschen Methode vorbereitet waren. 
Zur Bestimmung der Koagulationskraft diente als Objekt rohe 
Milch, gewOhnlich in einer Quantitét von 10 ccm. Die Ge- 
rinnung wurde in einem Wasserthermostaten bei 38° C. aus- 
geluhrt. Alle zu den Versuchen benutzten GefiiBe wurden 
vorher ausgekocht. 

In allen Fallen, nur die Safte mit der allergeringsten Al- 
kalescenz ausgenommen, fiihrte die Ansduerung des alkalischen 
Sultes zur Bildung eines groben amorphen Niederschlages, der 
sich allméhlich am Boden des Probiergliischens ansammelt. An 
en Eiweifstiibchen zeigte sich die proteolytische Wirkung eines 
solchen Saftes gleich Null oder nur in ganz geringen Spuren, 
‘eine koagulierende Wirkung jedoch auf die Milch war eine 
“emlich bedeutende. Dementsprechend miifite man denken, 


‘') J. P. Pawlow und Parastschuk., loc. cit.. S. 434. 
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daB bei der letztgenannten Reaktion irgendwelche Neben- 
bedingungen vorhanden seien, die die Entwickelung des Fer- 
ments begiinstigen. Zuerst mufbte man seine Aufmerksamkeit 
auf das Vorhandensein einer ziemlich bedeutenden EiweiBmenge 
in der Milch lenken, auf deren schiitzende Rolle dem dey 
Wirkung des Alkalis unterworfenen Ferment gegeniiber sich auc}; 
bei Langley') Hinweise finden. Wir stellten in dieser Richtung 
mehrere Versuche an, die darin bestanden, dai man in dem 
sauren Magensaft eine gewisse Menge Fibrin verdauen lief: 
dann neutralisierte man diesen Saft mit Soda, alkalisierte ihn 
und saiuerte ihn dann an. In der Tat erwies sich, daf der 
Ubergang aus der alkalischen Phase in die saure nicht so ver- 
nichtend auf die Verdauungskraft des Fermentes eines solchen 
mit gelistem EiweifB gesattigten Saftes einwirkt, im Vergleich 
zu dem reinen Saft, der kein Fibrin verdaut hatte. Wir setzten 
jedoch diese Versuche nicht fort, und zwar aus dem Grunde. 
weil der hemmende Einfluf der Verdauungsprodukte des Fibrins 
auf die proteolytische Wirkung des Fermentes uns der Mog- 
lichkeit beraubte, die wirkliche Kraft der proteolytischen Funk- 
tion des Fermentes genau zu bestimmen. 

Darum hielten wir uns bei zwei anderen Umstanden auf, 
welche die Gerinnung der Milch durch das Ferment begleiten: 
1. die neutrale, oder der neutralen nahekommende Reaktion 
der Milch und 2. die sie begleitende Temperatur des Thermo- 
staten, in das die Probierglaschen mit der Milch zwecks Be- 
stimmung der koagulierenden Kraft des Saftes gestellt wurden. 

Der Einfluf der ersten Bedingung, der neutralen Reaktion. 
auf die Entwicklung der proteolytischen Wirkung des Ferments 
des angeséuerten Saftes ist in der Arbeit Pawlows und Pa- 
rastschuks erwiihnt.?) Wir untersuchten den EinfluB dieser 
Bedingung auf beide Funktionen des Ferments: die proteo- 
lytische und milchkoagulierende, gleichzeitig. Einen der hierher 
gehérigen Versuche fiihre ich hier an. 

100.0 cem Magensaft wurden durch Einschiitten vou 


') Langley, l. c. 
*) lc, S. 442 uf. 
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\aHCO,-Pulver neutralisiert. Ein Teil des Saftes wurde durch 
weitere Hinzuftigung von NaHCQ, alkalisiert. Der Grad der 
Alkaleseenz des erhaltenen Saftes wurde durch Titration mit 
05° olger Salzsiiure bestimmt. Der Titration nach war der 
alkalische Saft neutralisiert: zu 15,0 ccm alkalischen Saftes 
waren hinzugefigt 14,1 ccm 0,5°/oige HCl. Ob die Neutralisation 
eine vollkommene war, wurde mit Lackmoid gepriift. Nach ver- 
schiedenen Zeitraumen nahm man je 1,0 ccm Saft, der nach 
der Alkalisation neutralisiert worden war und bei Zimmer- 
temperatur gestanden hatte, und sduerte ihn durch Hinzufiigung 
von 4,0cem 2°/oiger HCl an. Zur Kontrolle diente der neutrale 
urspriingliche Saft, der keiner Alkalisation unterworfen worden 
war: dieser wurde in demselben Mae verdiinnt und ange- 
siiuert, wie der andere Saft, den man der Wirkung des Alkalis 
ausgesetzt hatte: zu 3,0 ccm neutralen Saftes wurden 2,82 
com destillierten Wassers hinzugefiigt und dann verdiinnte man 
i. cem dieser Mischung in 4,0 ccm 0,2 °/oiger HCI. 
Tabelle I. 

















Ver | Quadrate | Seeidiiine:, ieee 
Dauer des} gauungs- | der mm | ‘or Py awe Zeit- 
=! | nisse Milch- ; 
neutralen kraft des | | verhitiinis 
 Zustandes inmm des! Riweif- | der Coty saiaiiiae 
Nr, vor der — | stibchens | Quadrate an | der 
pie arg | (Schiitz- (Schitz- Minuten | Milech- 
siuerung ‘nach 16St. | Boris- | pening r hae | gerinnung 
| 30Min. | cow sow) | Sekunden | 
| | sow) | | 
| | | 
1 30 Sek. | 00 — 00 | va |57M.—S.) 18,7 
2 5 Min. | Spuren | 00 | H — 
3:15 » | ‘ 0,0 | 1 - sain 
t 30 » 04 | O46 | 189 58M.—S.; 13,9 
) 1 Std. | O8 O64 | MO) a | _ 
6 2» | 10 | 10 | 2% - ie 
7, @ > |} 1416 | toe | 19 |45M.—S.| 108 
5; & » | 1,45 210 | 12 — | ~- 
+ 8) » 1,45 2,10 12 — | — 
(0 6 145 | 210 | 12 39M. 30S. 9.5 
I] — 5.05 | 25.5 1 1 » 35>» | 1 
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Die Nummern 1—10 bezeichnen den Saft, den man der W jrp- 
kung von Alkali unterworfen hat. No. 11 bezeichnet den Kontro|!- 
saft. Wenn wir die Tabelle betrachten, so sehen wir, dal} de, 
Saft, je liinger er nach der Alkalisation in neutraler Form })ej 
Zimmertemperatur steht, er eine um so grOfere proteolvtische 
Kraft zeigt, wobei nach 4stiindigem Stehen in neutraler Form das 
weitere Anwachsen der proteolytischen Kraft zum Stillstand kam. 
Nehmen wir die Quadrate der Verdauungszahlen und bestimmt 
man nach dem Schtitz-Borissowschen Gesetze das Verhii!tnis 
zwischen dem Quadrat, das dem Kontrollsaft entgegenstelit. 
einerseits, und den Quadraten der Verdauungszahlen der alkali- 
schen Siifte andererseits, so werden wir sehen, daf es nach der 
Einwirkung des Alkalis auf den Saft gelungen ist, nicht mehr als 
\'i2 des friiher im Safte vorhandenen Ferments wiederherzu- 
stellen. Einige Portionen dieser Reihe wurden auf Milchgerinnung 
untersucht. Zu 10,0 cem Milch, die vorher 25 Minuten lang im 
Thermostaten gewiirmt worden war, fiigte man Je 1,0 ccm des- 
selben angesiiuerten Saftes hinzu, dessen proteolytische Wir- 
kung man untersucht hatte. Es ergab sich, dab auch die Koa- 
gulationskraft parallel mit der proteolytischen Kraft anwiichist. 
Aber nur parallel: obgleich in den letzten Portionen (No. 10) 
eine bedeutende Annéherung beider Funktionen beobachte! 
wurde, gab es doch keine vollkommene Proportionalitit. [Dic 
milchkoagulierende Wirkung tiberholte tiberall die proteolytischie. 

Ich muf hier noch hinzufiigen, dai die Saure, die min 
in einen solchen nach der Alkalisation neutralisierten Saft ein- 
gol, gewissermaben das ganze schon zur Entwicklung gelangie 
Ferment fixierte. Wir stellten dieselbe Reihe mit Saft ge- 
fiillter Probiergliiser wiederholt zur Verdauung, lieBen wiederlho!! 
Milch koagulieren — die Verhaltnisse blieben immer wie friiler. 

Da wir in der Dauer der neutralen Reaktion kein Mitte! 
fanden, das Ferment vollkommen wiederherzustellen und eine 
vollkommene Proportionalitét seiner beiden Funktionen zu er- 
reichen, so vereinigten wir mit der neutralen Reaktion die 
Temperatur des Thermostaten. Der mit NaHCQ, alkalisierte 
und dann mit 0,5°/oiger HCl neutralisierte Saft wurde in zwe! 
Portionen geteilt: die eine stellte man in einen Wasserthermo- 
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staten, die andere (Kontrollportion) blieb bei Zimmertemperatur 
stehen. Nach gewissen Zeitriiumen nahm man Saft aus beiden 
Portionen in einer Menge von 1,0 ecm und verdiinnte ihn in 
i7ecm Q,2°%/oiger HCl. Es ergaben sich tolgende Resultate: 


Tabelle II. 














Verdauungskraft in mm (Mett) 
Dauer des neutralen nach 18 Stunden 30 Min. 
, : mer? Neutrales Stadium 
enna Nentrales Stade bei der Temperatur des 
bei Zimmertemperatur Thermostaten 
® Min. 0,2 — 
{1 » 0,49 0;7 
15 » O4 0.75 
25 > 0,85 | 0,95 
D0 > 1,1 1.0 
2 Stunden — » 1,55 | 1.05 
Z 40» — 0.7) 
2 dD > 1,4. 03 





Wir sehen also, dai in der ersten Zeit die Temperatur 
des Thermostaten im Vergleich zur Zimmertemperatur tatsiich- 
lich die sich entwickelnde Wirkung der neutralen Phase ver- 
stiirkt und die Entwicklung des Ferments antreibt, spiter aber 
schadet der Thermostat schon der Entwicklung des Ferments 
und fiihrt die Verdauungskraft auf Null zuriick. 

Indem wir die Alkalisation des Magensaftes mit nach- 
lulgender Neutralisation ausfiihrten und uns bestrebten, die 
Bedeutung der neutralen Phase fiir die Entwicklung des Fer- 
ments aufzukliren, beschlossen wir gleichzeitig, den Einfluf 
einer vorangegangenen Neutralisation auf die Entwicklung des 
Ferments in Siiften zu priifen, die alkalisch, aber pepsinhaltig 
abgesondert werden. Zu diesem Zwecke benutzten wir Saft 
von einem in unserem Laboratorium befindlichen Hunde, dessen 
Pylorus isoliert war. Der aus dem isolierten Teil ausflieBende Saft 
war alkalisch, verdaute aber das Eiweifi nur in saurem Me- 
dium und am besten bei einer schwachen Aciditit. Der-Ver- 
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such wurde mit der Titration des gesammelten Saftes dure 
0,5°/oige HCl begonnen. Ein Teil des Saftes wurde der Titra- 
tion nach neutralisiert, in neutralem Zustande bei Zimmertem- 
peratur einige Zeit stehen gelassen und dann bis zu einer Aci- 
ditéit von 0,17°/o HCl angeséuert. In die andere Portion des 
Saftes wurde auf einmal die ganze zur Neutralisation er- 
forderliche Siuremenge, sowie auch die zur Ansiiurung not- 
wendige Siure in gleicher Menge wie bei der ersten Portion 
eingegossen. In der angefiihrten Tabelle waren beide Portioney 
2,4 mal verdiinnt und enthielten eine Aciditiét von 0,17 °/o HCI, 


Tabelle III. 








DerSaftstand Verdauungs- , Quadrate der Relative Fer- | Relative Fer- 
inneutralem kraft in mm Verdauungs- | mentmenge — mentmenge 





Zustande | (Mett) zahlen _—|s nach der pro- nach d. milch- 
bis zur, nach 18 Std. | (Schiitz und) teolytischen | koagulieren- 
Ansaéuerung ; 50 Min. Borissow) | Wirkung ~— denWirkung 
2 Std. 47 Min. | 45 20,25 | 2,25 | 1,84 
| | | 
| 9,0 1 | 1 


_ | 3,0 | | | 

Aus der Tabelle ist ersichtlich, daf die Saftportion, dic 
erst durch die neutrale Phase hindurchgefiihrt worden war, 
eine gréfere Verdauungskraft zeigte, als die mit einem Male, 
ohne vorherige Neutralisation angesiiuerte Portion. Die Probe 
mit der Milchgerinnung ergab ein ebensolches Resultat. Wah- 
rend die Durechfiihrung durch die neutrale Phase die Menge 
des Ferments nach der proteolytischen Wirkung um 2,25 mal 
vergréferte, so vermehrte sich fast um ebensoviel mal auch 
die Fermentmenge, die nach der milchkoagulierenden Wirkung 
bestimmt wurde, namlich um 1,84 mal. 

So ist also die ‘Tatsache klar: die Durchfiihrung des 
pylorischen Saftes durch das neutrale Stadium erhdht dessen 
proteolytische und milchkoagulierende Wirkung ganz empfind- 
lich. Diese Tatsache ist bis zu einem gewissen Grade jener 
tolle analog, die die neutrale Phase im Falle des alkalisierten 
Magensaftes spielt. Es ist jedoch auch ein Unterschied vor- 
handen: wenn wir den pylorischen Saft auf einmal angesauer' 
hatten, so entdeckten wir immer darin eine ziemlich bedeutende 





Uber die Wirkung der Alkalien auf das Eiweifferment. 11% 





proteolytische Wirkung. Dies finden wir bei der Ansiiuerung 
des alkalischen Magensaftes nicht, wenn seine verdauende 
Wirkung fast Null gleichkommt. Man muf annehmen, dafi die 
Ursache dieses Unterschiedes darin liegt, dafB der pylorische 
Saft eine Masse Schleim enthalt, der gewissermafen das Fer- 
ment einhiillt. Die zu einem solchen Safte hinzugegossene 
Salzsiiure kommt nicht sogleich mit dem Ferment in Berih- 
rung: dieses wird auf einige Zeit von der Sidure durch eine 
Schicht Schleim abgeschlossen, in deren Masse sich nach und 
nach jene neutrale Phase bildet, die zur Entwicklung des Fer- 
ments bei seinem Ubergang aus der alkalischen Reaktion in 
die saure erforderlich ist. 

Ich gehe wieder zur Frage betreffs der Wirkung der 
Aikalien auf den sauren Magensaft tiber. Indem wir den al- 
kalisierten Magensaft durch verschiedene Verfahren neutrali- 
sierten, bemerkten wir noch folgenden Umstand: es ergab sich, 
dafi sich ein empfindlicher Unterschied darin zeigte, ob zu dem 
alkalischen Safte alle zur Neutralisation erforderliche Séure 
auf einmal hinzugegossen wurde, oder ob man sie nach und 
nach in Portionen hinzufiigte, z.B. im Verlaufe von 30 Mi- 
nuten. In letzterem Falle erwies sich die Entwicklung des 
Ferments bedeutender, als im ersten Falle. 

Trotzdem konnten wir, wenn wir den alkalisierten Saft 
durch die neutrale Reaktion hindurchgehen lieben und dabei 
uns der gtinstigsten Bedingungen bedienten: einer langsamen 
Neutralisation, eines andauernden Stehens in neutralem Stadium, 
keine vollkommene Ubereinstimmung erhalten, keine vollkom- 
mene Proportionalitét der proteolytischen und milchkoagu- 
lierenden Wirkung eines solchen Saftes. 

Natiirlich wurde nun die Frage aufgeworfen: vielleicht 
ware es besser, wenn man den alkalisierten Saft in keine 
netrale Reaktion versetzte und ihn in keiner solchen verbleiben 
lee, sondern ihn in eine derselben nahe kommende, eine 
eicht saure oder leicht alkalische Reaktion brachte? Wir stellten 
wich in dieser Richtung Versuche an. 

Zu alkalisiertem Safte gob man etwas mehr Salzsiiure 
hinzu, als zu dessen Neutralisation erforderlich war; auf diese 
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Weise erhielten wir aus einem alkalischen Safte einen lejcl; 
sauren Saft. Man lieB diesen einige Zeit in dieser Form stehey. 
siuerte ihn dann mit der gewohnlichen Saéuremenge und stellte 
ihn mit Eiweifstabchen in den Thermostaten. Es ergeben sich 
negative Resultate: die Verdauungskraft eines solchen Saftes 
war eine duberst geringe. 

Dann gingen wir von der neutralen Reaktion auf die 
andere Seite iiber; zu dem alkalischen Safte wurde weniger 
HC! hinzugefiigt, als zur Neutralisation erforderlich war. Bei 
der Ausfiihrung einer solchen partiellen Neutralisation der im 
Safte vorhandenen Alkalescenz und bei der Variation ihres 
Umfanges fanden wir, dai die Beseitigung von 0,6—0,9 der 
im Safte vorhandenen Alkalescenz durch Séure giinstigere be- 
dingungen fiir die Entwicklung der Fermentwirkung darste||t 
als eine vollkommene Neutralisation. 

Um die Bedeutung dieser Bedingung fir die Entwicklung 
des Ferments genauer aufzukliiren, wurde eine Reihe NaQH- 
Losungen in gesteigerter Konzentration hergestellt. Parallel 
mit dieser Reihe hatte man eine Reihe Lésungen, die denen 
der ersten Reihe aquivalent waren, von 0,05 °/o bis 0,4°/o HCI. 
Auf diese Weise konnten wir, nachdem wir z. B. 1,0 ccm von 
einer unserer Alkalildsungen genommen hatten, diese mit der- 
selben Menge von verdiinntem HCl, das der Alkalil6sung in 
der Konzentration entsprach, neutralisieren. !) 

Der Versuch wurde folgendermafen ausgefiihrt. In eine 
Reihe von Probiergliischen, die streng neutralen Saft enthielten, 
wurde die LOsung NaOH hinzugegossen (gewohnlich auf 2,0 com 
neutralen Saftes 0,5 ecm Lésung NaOH), man fiihrte die pur- 
tielle oder vollkommene Neutralisation des zu dem Saft hinzu- 
gegossenen Alkalis aus, dann wurde der Saft nach verschiedenen 
Zeitriiumen angesiiuert, wobei die Verdiinnung und die Aciditit 
der erhaltenen Safte fiir die ganze Reihe gleich waren, ge- 


1) Da das Molekulargewicht NaOH fast mit dem Gewicht HC! zu- 
sammenfillt, so hatten die Aquivalenten Lésungen des einen wie des 
anderen fast ein und dieselbe Konzentration. Wir miissen jedoch !e- 
merken, dafs die Lésungen NaOH entsprechend den Lésungen HC] eine! 
gewissen Konzentration festgesetzt wurden. 
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wohnlich waren sie Smal verdiinnt und die Aciditiét betrug 
02°) HCl Die Kraft der Eiweifbverdauung und der Milch- 
koagulation wurde aber durch den urspriinglichen, neutralen 
Saft kontrolliert, der ebenso verdiinnt und in demselben Mabe 
angesiiuert, aber tiberhaupt keiner Wirkung des Alkalis unter- 
worfen worden war. 

Bei einer solchen Einrichtung der Versuche gelang es 
uns, genau festzustellen, daBh die Beseitigung von 0,6—0,9 des 
hinzugegossenen Alkalis durch Saure die Entwicklung der Fer- 
mentwirkung bedeutend mehr begiinstigt, als dies die voll- 
kommene Neutralisation des alkalisierten Saftes tut. Die be- 
deutendste Wiederherstellung der erloschenen Fermentwirkung 
wird durch Beseitigung von O,8 der urspriinglichen Alkalescenz 
erreicht. Um aber in diesem Falle das Optimum der Ent- 
wicklung der Fermentwirkung zu erreichen, ist ein gewisses 
langes Stehen des Saftes bei Zimmertemperatur erforderlich, 
nachdem man */10 seiner Alkalescenz neutralisiert hat; bei un- 
seren Versuchen stand er 4—6 Stunden. In einem solchen 
Palle. wo man kein sehr starkes Alkali genommen hat, wird 
'y;—1/5 des ganzen Ferments wiederhergestellt und auberdem 
stellt sich auch die Proportionalitaét der beiden Funktionen des 
Ferments ein: der proteolytischen und der milchkoagulierenden 
Funktion. 

In der folgenden Tabelle figuriert eine Reihe alkalischer 
siilte (Nr. 1—11). In alle diese 11 Probierglaschen wurden 
je 2.0 eem neutralen Magensaftes eingegossen, hierzu fiigte man 
dann in jedem Probiergliischen je 0,5 ccm NaQH-Losung, die 
0.1° 9 HCl aquivalent war. Alle Séfte standen im alkalischen 
Zustande 10 Minuten bei Zimmertemperatur, worauf man in 
alle 11 Probiergliischen je 0,4 ccm 1°/oige HCl hinzugob, d. h. 
min beseitigte 4/5 der Alkalescenz. In dieser Form standen 
die Portionen verschiedene Zeit. Sie wurden durch Hinzu- 
‘igung von 4,0 eem 0,5°%/oiger HC] -+- 3,0 ccm Wasser ange- 
salert, dann fiigte man die friiher bis zur vollkommenen Neu- 
tralisation nicht zugegossene Saure hinzu, d. h. 0,1 ecm 0,1° oige 
HU!. Auf diese Weise war der Saft iiberall 5 mal verdiinnt bei 
ener Aciditit von 0,2°/o HCl. Nr. 12, der neutrale Kontroll- 
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saft, war in gleicher Weise wie die anderen verdiinnt und an- 
gesuuert. 

Die proteolytische Wirkung der Losungen wurde in der 
liblichen Weise gepriift. Was die Bestimmung der milchkoa- 
gulierenden Wirkung betrifft, so verwendete man zu dieser 
Zwecke 1,0 ccm saure L6ésung, die vorher auf Verdauung ve- 
prift worden war, auf 10,0 ccm Milch, die man vorher 30 Mi- 
nuten lang im Thermostaten erwarmt hatte. 

Die Losungen Nr. 1 und 2 enthielten einen deutlich ausge- 
prigten Niederschlag, der auf dem Boden der Probierglaschen lag. 


Tabelle IV. 























Dauer des Proteolytische Wirkung Milchkoagulierende 
Stehens Wirkung 
mit um 4/5} ee eS: AE: ee 
Verdauungs- . | Um wieviel | Um wieviel 
ver- . | Qua- | Ge- “eagle 
; kraft in mm Gvate mal die rela- rinnungs-|@4! die rela- 
Nr.| minderter} des Kiweif- | dae tive Ferment- sae itive Ferment- 
Alkales- | staébchens © Ver- | menge n | menge 
conz (Mett) dau. 2eringer War] wen aten | geringer war 
i eceuaell nach “unos. | Um Vergleich} “ing im Vergleich 
— sin 12 Stunden pe. ol mit dem ne ee mit dem 
sauerung | 55 Minuten | Kontrollsaft |~ | Kontrollsaft 
i 
1 | 2 Minut. 0,1 | OL | 2162,0 19M. 208.) 22.3 
215 » 0,4 | 016 | 1351 J20>»—>/| 231 | 
3 [30 » 0.9 | 0,81 | 26,7 11> 35>) 134 | 
| eI ! 
411 Stund. 13 | 1,69 | 128 |9» 25> 10,9 
5/2 > 1.6 | 2.56 | 8,5 6 > 50>! 79 | 
613 > 1.95 | 3,8 | 5,7 6» dD» 7.0 
7 4 > 2,0 | 4.0 | 5,4 D» BR» 5.9 
Rid » 2,1 | 4,41 | 4,9 4 >» 10> 4,8 | 
ole > 2.05 42 | 52 | 4> 2%> 5,1 ' 
‘ a na a 
10,7 » 1,7 2.89 | 7,0 5d » 45> 6.6 | 
. | ™ (li 
1/8 » 1,75 3,06 | 71 5 >» 20>| 6.2 
| 1 WW 
12 = 4,65 21,62 | 1 — » 92> 1 ‘ 
| (] 
Z\ 





Aus dieser Tabelle ist ersichtlich, dai in den oberen 
Reihen, wo es dem Ferment noch nicht gelungen ist, sich zu 
entwickeln, da es durch die Saure fixiert war, die Differenz 
zwischen der proteolytischen und milchkoagulierenden Wirkung 
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ene gewaltige ist. Hierbei ist, wie immer in solchen Fallen, 
die milchkoagulierende Wirkung stiirker ausgepriigt als die 
proteolytische. Gehen wir weiter nach unten, so sehen wir 
eine allmahliche Annaherung und endlich ein vollstandiges Zu- 
-ammengehen der beiden Funktionen, siehe Nr. 7, 8 und 9. 
Auf diese Weise erreichten wir augenscheinlich eine méglichst 
yvollkommene Wiederherstellung des Ferments, weil das Medium 
der Milch von selbst nichts in der Richtung zur Verstirkung 
der Fermentwirkung beitrug. 

Anderseits aber zeigt dieselbe Ziffernreihe, bis zu wel- 
chem Grade es leicht ist, eine Differenz der beiden Funktionen 
zu erhalten: man braucht aus dieser Reihe nur willkiirlich 
irgend welche Ziffern auszuschalten, und man kann mit ihnen 
darauf hinweisen, dai die Verdauung stirker ausgepriigt ist, 
als die Koagulation und umgekehrt, dafi die koagulierende 
Kraft stirker ist als die proteolytische. Da aber die Portionen 
mit dem entwickelten Ferment denjenigen Portionen, in denen 
die Fermententwicklung noch nicht gelungen ist, durch einen 
verhaltnismabig kurzen Zeitraum getrennt sind, in dessen Ver- 
lauf das Stehen des Saftes mit verminderter Alkalescenz die 
Entwicklung des Ferments vorbereitet, so ist es nicht schwer 
zu sehen, wie leicht man in einem solchen Falle in einen 
Irrum geraten kann, indem man die eine Funktion des Fer- 
ments auf Kosten der anderen tiberschiitzt. 

Jene Proportionalitét aber, die gegen das Ende hin auf der 
Hand liegt, tritt bei einer anderen Einrichtung des Versuches, 
deren Schema in der zitierten Arbeit J. P. Pawlows und 
Parastschuks!) angefiihrt ist, noch deutlicher hervor. Nach- 
dem wir in einer Reihe, die der in Tabelle IV angefiihrten 
ihnulich ist, jene Portionen angemerkt haben, die das Optimum 
der Entwicklung der Fermentwirkung darstellen, bestimmen 
wir unter Beniitzung des Schiitz-Borissowschen Gesetzes 
die relativen Fermentmengen in diesen Portionen, wobei wir 
zur Vergleichung unseren Kontrollsaft benutzt haben. Dann 
nehmen wir die ihrem Fermentgehalt nach dquivalenten Mengen 


') loc. cit., S. 430. 
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dieser Sifte, und nachdem wir deren Saéuregehalt und Yep. 
diinnung ausgeglichen haben, koagulieren wir mit ihnen Mile), 

Der foigende Versuch wurde mit derselben Alkalescenz. 
mit derselben Dauer der alkalischen Phase und mit der gleichen 
Beseitigung von 4/5 der Alkalescenz ausgefiihrt, wie der jn 
Tabelle IV dargestellte Versuch. No. 1—3 sind alkalische 
Sifte, No. 4 ist der Kontrollsaft. Alle haben einen Siurege- 
halt von 0,2°/o HAI. 

Zur Koagulation nahmen wir je 10,0 ccm Milch, die 
vorher 20 Minuten lang im Thermostaten erwiirmt worden war, 


Tabelle V. 











: ie Lésungen, die dem 
, Um wieviel | Fermentgehalt, der | ,. 
Dauer des Ver- Qua- i V " dij , dd . Koa- 
mal die rela-j¥ er@unnung und dem 
Stehens | dauungs-] drate |. ; Prozentgehalt HCl | gula- 
- ‘ tive Ferment-Mnach diquivalent sind] , 
mit um 4s kraft der ee eee tions- 
:, : : menge D | 
Nr.] ver- in mm | Ver- ae Menge | zeit 
' geringer war | Ferment- | ” 
a des : 
minderter| (Mett) | dau- |]. | cehalt heat in 
im Vergleich a eal hinzu- 
Alkales- nach | ungs- nach aqui’ sefiigten poekun- 
hn mit dem valente | "Hey 
cenz {18 Stund. |zahlen Kontrollsaft Mengen | 4.50, den 
* ’ Sy ed 0 
des Saftes | 
1 | 1 Stunde 2,0 4,0 9,92 —- | = 
2 76Stunden} = 2,75 7,06 9,25 1,05 | 0,0 288 
B]7 >- Jw 285 7 8,12 4,89 0,98 | 0,07 | 300 
f — 6,3 [39,69 1 02 | 085 | 29 




















Nachdem wir also ihrem Fermentgehalt nach dquivalente 
LéOsungen mit gleichem Prozentgehalt HCl hergestellt und sie 
der Fliissigkeitsmenge nach ausgeglichen hatten, lieBen wir mit 
ihnen Milch gerinnen und erhielten in allen drei verglichenen 
Portionen fast ein und dieselbe Gerinnungszeit. 

Auf diese Weise besteht unzweifelhaft eine Proportio- 
nalitiit beider Funktionen des Fermentes in dem der Alkali- 
wirkung unterworfenen Safte, die auf zwei Arten zutage tritt. 
Kinerseits finden wir bei der Berechnung der relativen Ferment- 
mengen nach der Verdauungs- und Milchkoagulationskraft de! 
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Lisungen auf Grund gewisser Regeln, solche Portionen, wo 
diese relativen Fermentmengen, die auf Grund der beiden ver- 
--hiedenen Funktionen des Ferments berechnet waren, zu- 
-ammenfallen. Andererseits stellten wir unter Zugrundelegung 
der Verdauungskraft dieser Portionen Losungen her, die ihrem 
Fermentgehalt nach dquivalent waren, und diese zeigen eine 
cleiche milchkoagulierende Wirkung. 

Nach Angabe des Verfahrens fiir eine mdglichst voll- 
kommene Wiederherstellung der Fermentwirkung in einem der 
Wirkung von Alkali unterworfenen Safte miissen wir uns 
noch mit einer vergleichenden Analyse aller von uns ange- 
wendeten Handgriffe zur Wiederherstellung des Ferments be- 
-chaftigen. Wir stehen vor der Tatsache, dai der pl6étzliche 
Ubergang aus der alkalischen Reaktion in die saure ohne 
Zwischenstadium zu einem Verschwinden der proteolytischen 
Wirkung des Ferments fiihrt. Andererseits besitzen wir das 
Verfahren der gro{iten Wiederherstellung der Fermentwirkung 
im alkalischen Safte in der Neutralisation von ‘4/5 der Alkal- 
escenz, wobei es Bedingung ist, da® sich die Dauer der Uber- 
gsangsphase aus der alkalischen Reaktion in die saure auf 
i—6 Stunden bei Zimmertemperatur erstrecken muf. Aufer- 
dem aber hatten wir auch andere Falle einer Wiederherstellung 
der Fermentwirkung. In allen diesen Fallen war die unum- 
gingliche Bedingung das Vorhandensein eines Zwischenstadiums 
zwischen dem alkalischen und sauren Zustande des Saftes. 
Dieses Zwischenstadium aber bestand in einer partiellen oder 
vollkommenen Neutralisation des Alkalis durch Sadure in einem 
Umfange von 3/s—®{5 der im Safte vorhanden gewesenen Al- 
kalescenz. Auf diese Weise muften wir bei unseren Hand- 
griffen zur Wiederherstellung der Fermentwirkung im alkali- 
sierten Safte die Bedeutung dreier Ubergangsstadien in Betracht 
ziehen: 1. die alkalische Periode, 2. die Zwischenphase, die 
in einer Beseitigung von 8/s—5/s der Alkalescenz des Saftes 
bestand und 3. die saure Phase, die Phase der Fixierung des 
entwickelten Ferments durch die Anséuerung. 

Die alkalische Periode beginnt von dem Augenblick der Hin- 
zutiigung des Alkalis zu dem neutralisierten Magensaft. Eine sehr 
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geringe Menge Alkali (z. B. 0,5 ccm 0,05°%/oiger NaOH-Lésung 
auf 2,0 ccm neutralen Saftes) setzt die Fermentwirkung ver- 
hiltnismiBig wenig herab, sogar in dem Falle, wenn der Sat; 
hierauf sogleich angesiuert wird, also bei Umgehung de; 
Zwischenphase. Je mehr der Saft mit Alkali gesattigt ist, 
um so schirfer tritt dessen schadenbringende Wirkung auf das 
Ferment hervor. Wir hatten nicht die Absicht, jene Grenze 
der Alkalescenz festzustellen, tiber welche hinaus die Wieder- 
herstellung der Fermentwirkung unmdglich wird. Wir hatten 
jedoch Gelegenheit, uns zu tiberzeugen, dafi eine bedeutende 
Alkalescenz des Saftes, die durch Auflosung des Pulvers NaHC(), 
im Safte erhalten wurde (auf 1,0 ccm alkalisierten Saftes 
brauchte man zu dessen Neutralisation 2,0 cem 0,5 °/oige HC], 
das ganze Ferment nicht unwiederbringlich vernichtete: es 
gelang uns, einen Teil desselben wiederherzustellen. Die Li- 
sungen NaQH erweisen sich fiir das Ferment vernichtender, 
als die Lisungen NaHCO,. Wir erhielten aber eine Wieder- 
herstellung eines Teiles des Ferments, wenn wir den Saft durch 
Hinzufiigung von 0,5 ccm 0,4°/oiger NaOQH-Loésung auf 2,0 cem 
neutralen Saftes alkalisierten. 

Wenn wir uns mit der alkalischen Periode genauer be- 
schiftigen, so haben wir dabei folgende interessante Tatsache im 
Auge. Es sollte scheinen, dal, je kiirzer die alkalische Periode 
ist, je weniger Zeit sich das Alkali mit dem Ferment in Bertihrung 
befindet, dies um so vorteilhafter fiir das Ferment sein miilite. 
und daf ein um so gr6ferer Teil desselben wiederhergestellt 
werden kénnte. Es zeigt sich jedoch, daf dies nicht so ist: 
die Dauer der alkalischen Periode hat fiir verschiedene Fiille 
der Wiederherstellung des Ferments verschiedene Bedeutung. 

Wenn wir zur Wiederherstelluug des Ferments jenes Vei- 
fahren wiihlen, bei welchem das Zwischenstadium in der be- 
seitigung von °/1o—7/10 der Alkalescenz durch Salzsiéure be- 
stehen wird, so bedingt in diesem Falle die gréfere Dauer 
der alkalischen Periode auch eine gréfere Wiederherstellung 
des Ferments. Wenn jedoch die alkalische Periode durch ein 
Zwischenstadium mit einer Beseitigung von 4/5 der Alkalescenz 
abgelist werden wird, so erhalt die Dauer der alkalische! 
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Periode schon eine andere Bedeutung: bei unseren Versuchen 
kam die Dauer des alkalischen Zustandes des Saftes bei Zim- 
mertemperatur bis 2—3 Stunden in diesem Falle in keiner 
irpgendwie empfindlichen Weise zum Ausdruck, weder im Sinne 
ciuer Verschlechterung, noch im Sinne einer Verbesserung der 
Fermentwirkung. Zur Illustration dieser Tatsache fiihre ich 
einen unserer Versuche an: 

Eine Reihe von Portionen neutralisierten Magensaftes 
wurde durch Hinzufiigung von 0,5 ccm Lésung NaOH, die 
0.1°/o HCl aéquivalent war, auf 2,0 cem neutralisierten Saftes 
alkalisch gemacht. Nach verschiedenen Zeitriumen (von zwei 
Minuten bis 11/2 Stunden) wurde die alkalische Periode in 
verschiedenen Portionen durch eine partielle Neutralisation des 
Alkalis durch 0,1°/oige Salzséure unterbrochen; in einer Reihe 
wurden 3/5, in der anderen 4/5 der Alkalescenz besteitigt. Die 
Dauer des Zwischenstadiums war bei allen Portionen der beiden 
Reihen die gleiche, namlich eine Stunde bei Zimmertemperatur. 
Das Zwischenstadium wurde durch Ansduerung unterbrochen, 
die fiir alle Portionen gleich war: als Kesultat erhielt man 
Losungen, die eine 5malige Verdiinnung des _ urspriinglichen 
Saftes darstellten und die 0,2°/o HCl enthielten. Nr. 1—7 sind 
alkalische Safte, Nr. 8 ist der Kontrollsaft. 


Tabelle VI. 











Verdauungskraft in mm des Eiweib- 
a stabchens nach 24 Stunden 

Nr. (Mett) 

alkalischen Periode ° . 


Bei Beseitigung von Bei Beseitigung von 
3/5 der Alkalescenz ‘4/5 der Alkalescenz 





I 2 Minuten 0,2 | 2,3 
2 dD > 0,1 2.4 
3 20 > 0,15 2,15 
4 30 » 0,65 2.45 
») 45 > 1,2 | 2,35 
6 80 » 1,3 2,35 
7 20 > 1,3 2,2 
5 Kontrollsaft 6,75 | -- 








ad 
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Aus dieser Tabelle ist also ersichtlich, daB im Falle einer 
Keseitigung von *'5 der Alkalescenz die liingere oder kiirzere 
Dauer der alkalischen Periode keinen EintluB auf die Wieder- 
herstellung des Ferments hat. Wenn jedoch die partielle Neu- 
tralisation in einem Umfange von 3/5 der Alkalescenz ausge- 
fiihrt wird, so entsteht zwischen der Dauer der alkalischen 
Periode und der Verdauungskraft des wiederhergestellten Fer- 
ments ein gerades Verhialtnis. 

Interessant ist in letzterem Falle der EinfluB der Tem- 
peratur des Thermostaten in Verbindung mit der alkalischen 
Periode auf die Verdauungskraft des Ferments. Da die Dauer 
der alkalischen Periode als ein  begiinstigendes Moment im 
Falle einer Beseitigung von 4/5 der Alkalescenz fiir die Wieder- 
herstellung des Ferments erscheint, so hitte man erwarten 
konnen, dali die alkalische Periode, bei der Temperatur des 
Thermostaten durchgefiihrt, Resultate ergeben miifte, die dem 
in Tabelle Il angefiihrten Falle analog waren. Auf Tabelle I] 
sehen wir, dali die Temperatur des Thermostaten, bei einer 
kurzen Dauer ihrer Wirkung, im Vergleich zur Zimmertem- 
peratur gewissermafen die entwickelnde Wirkung der neutralen 
Phase, dureh die wir den alkalischen Saft hindurchgefiihrt hatten, 
antreibt. Bei einer lingeren Wirkungsdauer aber wird die 
Temperatur des Thermostaten schon schiadlich fiir die Ent- 
wicklung des Ferments. Ein ihnlicher Einflu{B der Temperatur 
des Thermostaten ergibt sich im gegebenen Falle auch auf 
die alkalische Periode. 

Portionenreihe mit neutralisiertem Magensaft. Der Sait 
wird durch Hinzufiigung von 0,5 eem Lésung NaOH, die 0,1° » 
HCl aquivalent ist, auf 2,0 ccm neutralisierten Saft alkalisiert. 
Kine Reihe Probiergliischen mit alkalisiertem Saft wird in den 
Thermostaten gestellt, die andere Reihe verbringt die alkalische 
Periode bei Zimmertemperatur. Die Dauer der alkalischen 
Periode ist verschieden: von 5 Min. bis 6 Stunden. Die al- 
kalische Periode wird durch die Beseitigung von 3’5 der Al- 
kalescenz abgebrochen und in dieser Form gehen alle Portionen 
in das Zwischenstadium tiber, das bei allen eine Stunde be! 
Zimmertemperatur dauert. Dann werden alle Portionen ange- 
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siiuert: als Resultat ergibt sich eine Verdiinnung um 5mal 
hei einem Gehalt von 0,2°/o HCI. 


Tabelle VII. 











Verdauungskraft in mm des Eiweif- 
stiibchens nach 13 Stunden 
(Mett) 


Dauer der 


alkalischen Periode | | 
Alkalische Periode  Alkalische Periode bei Tem- 


bei Zimmertemperatur peratur des Thermostaten 





5 Minuten 0.0 0.15 


39 > O.7 OS 
1 Stunde 0.75 1.05 
2 Stunden 1,05 1,25 
5 > 1.1 1,2 
4 » 1.15 1.15 
a » ia 
6 > 1,35 ~- 





Hier sieht man, wie der Thermostat, besonders bei den 
ersten Portionen, die Entwickelung des Ferments antreibt und 
<ogar eine lange Zeit (4 Stunden) noch keine schadliche Wirkung 
auf das Ferment im Vergleich mit der Zimmertemperatur zeigt. 

Wenn aber bei Beseitigung von */5 der Alkalescenz die 
Nuuer der alkalischen Periode eine giinstige Wirkung auf die 
rermententwickelung zeigt, wenn bei Beseitigung von 4/5 der 
Alkalescenz die liingere oder ktirzere Dauer der alkalischen 
Periode im Zeitraume bis zu 2—3 Stunden als ein in dieser 
beziehung gleichgiltiges Moment erscheint, so gewinnt die 
Dauer der alkalischen Periode eine ganz andere Bedeutung, 
-obald wir uns einer vollkommenen Neutralisation des alka- 
ischen Saftes und uns nach dieser, der sofortigen Ansiuerung 
lesselben, zuwenden, ohne den Saft vorher durch ein Zwischen- 
stadium hindureh gefiihrt zu haben. Hier entsteht schon 
zwischen der Dauer der alkalischen Periode und dem Grade 
Jer Fermententwicklung ein umgekehrtes Verhiltnis. Dieses 
Verhaltnis tritt schon im Falle einer vollkommenen Neutra- 
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lisation des alkalischen Saftes merklich hervor. Besonders 
scharf aber ist es in jenem Falle bemerkbar, wenn der alka- 
lische Saft auf einmal angesiuert wird. Wenn der Saft mit 
NaOH alkalisiert ist, so ftihrt in diesem Falle schon eine sehr 
kurze Dauer der Alkaliwirkung (einige Minuten) dazu, dali man 
die Verdauungskraft nach der Anséuerung nur als_nichtige 
Spuren oder gleich Null (nach der Mettschen Methode) ein- 
schatzen mu. Kiirzten wir aber die alkalische Periode his 
zur diubersten Grenze ab (10—15 Sekunden), so gelang es uns, 
bei einer direkten Ansiéuerung des alkalischen Saftes ohne 
irgend welche partielle oder vollkommene Neutralisation in 
demselben eine deutliche, wenn gleich geringe Verdauungskraf 
zu entdecken. 

Diese Erscheinung tritt in noch auffallenderer, deutlicherer 
Form zutage, wenn man zur Alkalisation des Saftes eine 
schwache Lauge nimmt, die langsamer und schwicher wirkt, 
niimlich die Lésung NaHCO,. Der mit Pulver NaHCO, neutra- 
lisierte Magensaft wurde in Portionen auf solche Weise alka- 
lisiert, dab man zu 2 cem neutralen Saftes 2 ecm Léosung 
NaHCO, hinzufiigte, die der Titration nach 0,5 /o HCL aqui- 
valent war. Folglich war die Spannung der Alkalescenz in jeder 
Portion der Titration nach, Kubik — auf Kubik 0,25°o HC! 
gleich. Die Portionen standen im alkalischen Zustande ver- 
schiedene Zeit, von 35“ bis 30‘, dann wurden sie auf einmal 
angesiiuert durch Hinzufiigung von 8 cem 0,5°/oiger HC] + 3 cem 
destillierten Wassers in jeder Portion. Auf solche Weise war 
der Saft in allen Portionen 7!/2 mal verdiinnt bei einer Aciditiit 
der Lésungen von 0,2°/oiger HCl. In der angefiihrten Tabelie 
sind die Nrn. 1—11 alkalische Safte; Nr. 12 ist der Kontroll- 
saft: zu 2 cem neutralen Saftes sind 6 cem 0,5°/oiger HC! 
7 cem Wasser hinzugefiigt — also dieselbe Verdiinnung und 
derselbe Siiuregehalt wie in den alkalischen Siiften. 

Die zerst6rende Wirkung des Alkalis sprach sich schon 
bei Nr. 1 scharf aus, wo die alkalische Periode im ganzen 5) 
Sekunden dauerte. Dennoch fihrte in diesem Falle nicht eine 
Alkaliwirkung, die 15 Minuten dauerte, zu einem Verschwinden 
der Verdauungskraft des Saftes. 
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Tabelle VIII. 





























Verdauungskraft 
Dauer der in mm des Eiweif- | 
Nr. | stibchens Besondere Bemerkungen 
alkalischen Periode’ nach 21 Stunden 
(Mett) 
I — Min. 35 Sek. 1,8 | 
2 1» —  » 1,24 | 
3 2 » 30 » 0,74 
+ 3 » — » 0,73 
5 4 » — » 0,67 
6 6 » — » 0,52 
7 8 » — » | 0),35 
a 12 >» — » | 0.3 
9; 15 » — >» | 0,1 Die Lisung ist etwas tribe. 
10 20 >» — » | Spuren Ebenso. 
11; 30 » — » 0,0 Starke Tribung und Nieder- 
| schlag. 


{2 Kontrollsaft 5,03 


Nachdem wir nun die Betrachtung der alkalischen Periode 
beendet haben, werden wir jetzt die Bedeutung der zweiten, 
der Zwischenphase, fiir die Wiederherstellung des Ferments 
niher betrachten. Diese Phase beginnt mit dem Augenblick 
der partiellen oder vollkommenen Neutralisation des Alkalis in 
einem Umfang von 3/s—5/s. Wie schon erwahnt wurde, er- 
scheint die Existenz dieser Phase und eine gewisse Dauer der- 
-elben als unumgiingliche Bedingung fiir eine mdglichst voll- 
kommene Wiederherstellung der Fermentwirkung, was besonders 
-charf an der proteolytischen Funktion des Ferments hervor- 
iritt. Es wurde oben darauf hingewiesen, dai die grdbte 
Wiederherstellung des Ferments durch Beseitigung von ‘5 der 
Alkalescenz bei einer Dauer des Zwischenstadiums bis zu 4—6 
Stunden bei Zimmertemperatur erreicht wird. In diesem Falle 
leicht sich auch die Differenz zwischen der milchkoagulierenden 
und proteolytischen Funktion des Ferments aus und die voll- 
kommene Proportionalitét zwischen beiden wird hergestellt. 
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Was nun die Bedeutung anbetrifft, die die Dauer dey 
Zwischenphase hat, so besteht in dieser Beziehung kein Unter- 
schied zwischen allen Fillen einer partiellen und vollkommenen 
Neutralisation. Ob das Zwischenstadium mit der Beseitigung 
von *5, 45 oder °/s der Alkalescenz beginnt — bei jedem diese; 
Verfahren wird die héchste Wiederherstellung bei einer Dauer 
der Zwischenphase bis 5—6 Stunden bei Zimmertemperatur 
erreicht. Eine liingere Dauer der Zwischenphase vermehrt die 
Menge des entwickelten Ferments nicht und ist fiir die Wieder- 
herstellung sogar etwas schiidlich. 

Vereinigt man das Zwischenstadium mit der Temperatur 
des Thermostaten, so ist der Einfiufi der Temperatur in allen 
Fiillen der gleiche: anfangs treibt sie im Vergleich mit der 
Zimmertemperatur die Entwickelung an, dann aber schwiicht 
sie die wiederherstellende Wirkung dieser Phase ab. Ein solcher 
Fall ist auf Tabelle II angefiihrt: eine vollkommene Neutrali- 
sation der Alkalescenz und dann zwei Reihen zur Vergleichung 
— die eine Reihe verbrachte das Zwischenstadium bei Zimmer- 
temperatur, die andere bei Temperatur des Thermostaten. Hier 
erlaube ich mir ein ihnliches Beispiel anzufiihren, wo die 
Neutralisation der Alkalescenz eine partielle war, und zw 
im Umfang von 4/5 der Alkalescenz. 

Der Versuch wurde in der tiblichen Weise durchgefiirt. 
Die alkalische Periode, die fiir alle Portionen mit Hinzuftigung 
von 0,5 cem NaQOH-Lésung, die 0,1°/o HCl aquivalent war, 
zu 2 ccm neutralisierten Magensaftes begonnen worden war, 
dauerte 10 Minuten bei Zimmertemperatur. Die Zwischenphase 
begann bei allen Portionen mit der Beseitigung von 4/s der 
Alkalescenz und dauerte bei den verschiedenen Portionen von 
2 Minuten bis 6 Stunden, wobei eine Reihe das Zwischen- 
stadium bei Zimmertemperatur durchmachte, die andere, die 
der ersten Reihe parallel war, im Thermostaten. Hierauf wurden 
alle Siifte in gleicher Weise angesiiuert und verdiinnt. 

In den 2 Portionen der oberen Reihe, deren Zwischen- 
stadium 2 Minuten dauerte, liegt auf dem Boden der Probier- 
gliischen ein grober amorpher Niederschlag. Die iibrigen Por- 
tionen sind durchsichtig und ein Niederschlag ist) darin nicht 
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hemerkbar. Uber diese Tatsache werden wir weiter unten ge- 
nauer sprechen. 


Tabelle IX. 








Verdauungskraft in mm des Eiwetl- 
auer des 
(Mett) 


Zwischenstadiums a vsti paw a 
Zwischenstadium Zwischenstadium bei der 


bei Zimmertemperatur Temperat. d. Thermostaten 





2 Minuten 0,1 0.2 
50 > OY 1.35 
| Stunde 1.3 14a 
2 Stunden 1.45 1,7 
5 > 1.95 1.65 
t » 2.0 1.05 
a » 21 1.0 
6 > 2.05 O.S 





- 


Wir gehen jetzt zur dritten Phase uber. Ihre Bedeutung 
besteht darin, dai wir bei Anwendung verschiedener Verfahren 
zur Wiederherstellung des Ferments, durch Hinzugiebung von 
Salzsiiure resp. Ansiiuerung der Lésung, das ganze Ferment, 
dessen Entwickelung gelungen ist, fixieren. Hieraus wird die 
Hedeutung dieser Phase klar hinsichtlich der vergleichenden 
Schiitzung der verschiedenen Verfahren, die zwecks Wieder- 
herstellung des Ferments angewendet wurden. Aber abgesehen 
von der Bedeutung der Anséiuerung als Fixator gab uns die 
Beobachtung der sauren Phase noch eine Tatsache in die 
Hand, die im allgemeinen nicht schwer wahrzunehmen ist. bei 
ler Ans&iuerung des alkalischen Saftes, der mittels dieses oder 
ienes Verfahrens durch die Zwischenphase hindurchgefihrt, 
oder aber mit einem Male aus der alkalischen Periode in die 
saure versetzt worden war, kann man immer bemerken, dal) 
eine schnell auftretende Triibung der L6sung in hoherem oder 
veringerem Grade erscheint. In manchen Portionen verschwindet 
diese Triibung schnell und die Lésung wird wieder durch- 
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sichtig, in anderen Portionen halt sich die Triibung langer und 
schlieBlich fallt sich auf dem Boden des Probierglaschens ej 
weiber, kleinflockiger Niederschlag aus. 

Durch die Versuche ergab sich die Erklarung, dal} die 
grobere oder geringere Triibung der Losung und die Bildung 
des Niederschlags sich in einer gewissen gesetzmabigen Ab- 
hingigkeit von jener Bearbeitung des alkalischen Saftes he- 
findet, die der Ansiiuerung vorausgegangen ist. So triibt sich 
der alkalische Saft, der nicht durch das Zwischenstadium hin- 
durchgefiihrt, sondern auf einmal angesduert wurde, in der 
sauren Phase sehr schnell und gibt einen Niederschlag. Hierbei 
erweist sich auch die Verdaungskraft eines solchen Sattes, 
nach der Mettschen Methode bestimmt, als Null. Dies ist ein 
Saft, dessen Ferment nicht zur Entwickelung gekommen ist. 
Wird jedoch der alkalische Saft durch die Zwischenphase hin- 
durchgefiihrt, wobei jedoch das Ferment sich nicht geniigend 
entwickelt hat (kurze Dauer der Zwischenphase, Verkitirzung 
der alkalischen Periode im Falle einer Beseitigung von */s der 
Alkalescenz), so ist es schon mit bloBem Auge wahrnehmbar, dai 
die Triibung der Lésung und die darauffolgende Bildung eines 
Niederschlags bedeutend schwacher ausgeprigt sind als im 
ersten Falle. In einem solchen Safte ist die Verdauungskratt. 
obgleich schwach, so doch deutlich ausgepragt. Wir brauchen 
jedoch nur ein Verfahren zu wihlen, das eine geniigende Ent- 
wickelung des Ferments gewaéhrt, und die Ansauerung einer 
solchen Lésung ruft dann nur eine fliichtige, unbedeutende 
Opalescenz hervor, die bald verschwindet, ohne irgend einen 
Niederschlag zu bilden. Die Verdauungskraft eines solchen 
Saftes ist schon ziemlich bedeutend. 

Es ist klar, da& in dem alkalisierten Safte, in einem Satfte, 
dessen Ferment aus dem tatigen Zustande in den latenten ver- 
setzt worden ist, bei der darauf folgenden Bearbeitung mit 
Salzsiiure irgend ein chemischer Prozefi vor sich geht. Al's 
jiuferes Kennzeichen dieses Prozesses erscheint die Triibung 
der Losung in der sauren Phase mit der darauf folgenden 
Bildung eines Niederschlages oder auch einer Klirung, je nach 
der vorangegangenen Bearbeitung. Als anderes Kennzeichen 
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dieses Prozesses erscheint die Grofe der Verdauungskraft der 
Losung, die als Mafstab fiir die Wiederherstellung der Ferment- 
wirkung dient. Merkwiirdig ist die Wechselbeziehung zwischen 
diesen beiden Kennzeichen des chemischen Prozesses. Eine 
Lésung, die eine ziemlich starke proteolytische Kraft zeigt, ist 
durchsichtig; dagegen enthdlt eine L6sung mit einer sehr un- 
bedeutenden Verdauungskraft einen groBen Niederschlag. Hieraus 
ergab sich natiirlich die Vermutung, daB der in diesem Falle 
sebildete Niederschlag das Ferment enthalt. 

Von diesem Gedanken ausgehend, priiften wir auf zwei 
Arten die milchkoagulierende Wirkung eines solchen Saftes, 
der, wie oben gesagt wurde, einen Niederschlag enthielt und 
die allergeringste proteolytische Wirkung zeigte. Ein solcher 
Saft koaguliert die Milch ziemlich schnell; man kénnte denken, 
wie schon erwiéhnt wurde, dafi als Ursache hiervon unter an- 
derem die Reaktion des Milchmediums erscheint, die giinstige 
Bedingungen fiir die Fermententwicklung schafft und im gegebenen 
Falle fiir dessen milchkoagulierende Funktion. Nachdem man 
also dem Niederschlag Zeit gegeben hatte, sich auf dem Boden 
des Probierglaéschens zu prazipitieren, damit die Loésung voll- 
kommen durchsichtig wurde, priiften wir die milchkoagulierende 
Wirkung des durchsichtigen Teiles der Losung. Eine andere 
Probe auf Milchkoagulation fiihrten wir mit derselben Liésung 
aus, indem wir uns bestrebten, auch den Niederschlag der Probe 
mit zu unterziehen, weswegen das Probiergliischen mit der 
Losung geschiittelt wurde. Im zweiten Falle trat die Milch- 
koagulation schneller ein als im ersten, und die einzige Ursache 
dieser Beschleunigung konnte man darin sehen, dai der Nieder- 
schlag das Ferment in emer konzentrierteren Form enthielt, 
als die Lésung selbst hatte. 

Da aber die Beschleunigung der Milchgerinnung in Ab- 
hangigkeit vom genommenen Niederschlag der L6sung nicht 
sehr scharf ausgesprochen war, so wurde beschlossen, von 
einer anderen Seite an diese Frage heranzutreten. Es wurde 
‘olgender Versuch angestellt. Man alkalisierte 15,0 ccm neu- 
tralen Saftes durch Hinzufiigung von 3,75 ccm NaOH-Losung, 
die 0,1°/o HCl fquivalent war; nach 12 Minuten wurde der 
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Saft auf einmal angesdéuert bis zu einer Aciditét von 0,2°/) HC]. 
wobei der urspriingliche Saft 5 mal verdiinnt wurde. Der Saft 
begann tribe zu werden und in ihm fing bald die Formation 
eines Niederschlags an. Ein Teil des Saftes wurde zur Priifung 
der Verdauungskraft genommen, die sich an den Eiweifistii- 
chen als gleich O erwies. Der iibrige Saft wurde einer Zen- 
trifugation unterworfen, nachher wurde die durchsichtige Fliis- 
sigkeit abgegossen. Hierauf versuchten wir den am _ Boden 
verbliebenen Riickstand im Wasser aufzulésen, was jedoch. in 
keiner Weise modglich war. Die Reaktion war eine schwach 
saure. Wenn man jedoch eine ganz geringe Menge Soda hinzu- 
fiigte, so léste sich der Niederschlag sofort auf und die Fliis- 
sigkeit wurde durchsichtig. Nachdem man in dieser Fliissigkeit 
die neutrale Reaktion hergestellt hatte, wurden Portionen dayon 
genommen und angesiiuert, wobei die Aciditit und die Ver- 
diinnung die gleichen waren wie bei jener Fliissigkeit, die nach 
der Zentrifugation des Saftes abgegossen wurde. Bei der Prii- 
fung auf die Verdauungskraft ergab sich, dah der aufgeliste 
und dann angesiuerte Niederschlag Ferment enthielt: es ge- 
lang, bis zu 4/100 des Ferments im Vergleich mit dem Kontroll- 
saft, d. h. einem Saft, der keiner Alkaliwirkung unterworfen, 
aber in demselben Grade verdiinnt und angesa&uert worden war, 
wiederherzustellen. Bei der Priifung auf die milchkoagulierende 
Wirkung ergab sich, dab sowohl die saure durchsichtige F'liis- 
sigkeit, die dureh Zentrifugation vom Niederschlag getrennt 
wurde, als auch der aufgeléste und angesiéuerte Niederschlag 
die Milch ungefiihr 15—20 mal langsamer koagulierten als der 
Kontrollsaft. 

Auf diese Weise ergibt sich aus diesem Versuche oline 
Zweifel, daB der Niederschlag, der sich im alkalischen Satte 
nach einer groben Bearbeitung mit Siiure gebildet hat, Ferment 
enthiilt. Wir wollen jedoch damit nicht sagen, daf der Nieder- 
schlag Ferment ist: fiir eine solehe Behauptung besitzen wir 
keinerlei Anhaltepunkte. Noch weniger kann man behaupten, 
dal} der sich in diesem Falle ausfillende Niederschlag das ganze 
Ferment in sich einschlieBt. Dem wiirden die Ergebnisse des 
angefiihrten Versuches widersprechen: bei der Probe auf Milch- 
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cerinnung ergab sich, dafs nur ein Teil des Ferments in den 
Niederschlag gefallen war, ein Teil desselben war jedoch in 
der Lésung geblieben. Abhnlich wie die verschiedenen Bear- 
beitungsverfahren des alkalischen Saftes zwecks Wiederher- 
-tellung des Ferments sogar im giinstigsten Falle nur zur Wieder- 
herstellung eines gewissen Teiles des im Safte vorhanden ge- 
wesenen Ferments fiihren, wird auch im gegebenen Falle bei 
ciner groben Bearbeitung des alkalischen Saftes mit Séure nicht 
das ganze Ferment, sondern nur ein Teil desselben in den 
Niederschlag prazipitiert. Welcher Teil des Ferments und unter 
welchen Bedingungen dieser prézipitiert wird, kOnnen wir auf 
Grund unserer Versuche nicht mit Genauigkeit sagen. 

Aus allen Versuchen mit Alkali ergibt sich ohne Zweifel, 
dali die Alkalisation des sauren, in normalen Bedingungen be- 
findiichen Magensaftes eine Verdeckung von dessen Verdau- 
ungskraft, einen Ubergang des Ferments aus dem tiatigen in 
den untétigen, latenten Zustand nach sich zieht, da} man hieraut 
an diesem alkalischen Saft die Alkalescenz wieder durch Siiure 
beseitigen kann, jedoch nicht immer zum Nutzen des Ferments. 
Die Aufhebung der Alkalescenz muf durch zwei Handgrilfe 
bewerkstelligt werden, indem man die Anséuerung erst durch 
die Zwischenphase einer partiellen oder vollkommenen Neutra- 
lisation hindurchfiihrt. Die Séure erscheint fiir das Ferment 
uls ein chemisches Agens: sie bringt das Ferment zum Vor- 
schein und fixiert das entwickelte Ferment. Es kann jedoch 
die Vermutung entstehen: wenn man auch der Saure ihre 
lixierende Rolle dem entwickelten Ferment gegentiber zugestehen 
mu, ist dann eine solche Anteilnahme der Saure an der ersten 
Phase der Alkalescenzaufhebung, die bei der Herabsetzung der 
Alkalescenz des Saftes beginnt und in den Grenzen des Zwischen- 
stadiums eingeschlossen ist, unumganglich? Ist eine chemische 
Aufhebung der Alkalescenz in diesem Falle unvermeidlich, oder 
werden sich die Resultate nicht veriindern, wenn die Herab- 
setzung der Alkalescenz des Saftes durch einfache Verdiinnung 
nit Wasser erreicht wird ? 

Die Antwort auf diese Frage gibt folgender Versuch. In 
ze Probiergliischen, deren jedes 2,0 ecm neutralisierten Magen- 
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saft enthielt, wurden je 0,5 cem NaOH-Lésung, die 0,1°/) HC) 
iiquivalent war, hinzugegossen. Nachdem man diese beidey 
Lésungen je 20 Minuten im alkalischen Zustande gelassen hatte. 
beseitigten wir in dem einen Probierglischen die Hialfte dey 
Alkalescenz durch Hinzufigung von 0,25 ccm 0,1°/oiger HCl, 
wodurch wir als gesamte LOsungsmenge 2,75 ccm erhielten, 
Der alkalische Saft, der im zweiten Probiergliischen enthalten 
war, wurde durch Hinzufiigung von 3,0 ccm Wasser verdiinnt, 
wodurch wir als gesamte Lésungsmenge 5,) ccm erhielten, 
d. h. also doppelt soviel wie im ersten Probierglaschen. Aut 
solche Weise war die Spannung der Alkalescenz in beiden 
Lisungen ausgeglichen; in der ersten war die Alkalescenz aut 
chemischem Wege herabgesetzt worden, in der zweiten durch, 
Verdiinnung mit Wasser. 1 Stunde 15 Minuten nach dieser 
Prozedur wurden diese Lésungen gleichmafig verdiinnt und 
angesiiuert. Sie sind in folgender Tabelle als Nr. 1 und 2 dar- 
gestellt. Nr. 3 ist der Kontrollsaft, der keiner Alkaliwirkung 
unterworfen, aber in gleichem Mabe wie die vorhergehenden 
Lésungen verdiinnt und angesiuert worden war. 


Tabelle X. 
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Menge des | Menge der hinzuge- Zur Ausgleichung, Verdauungskratt 

| inmm des Eiweif- 


neutrali- |... "i ‘ | 
fiigten LOsung NaOH, der Alkalescenz | 








Nr.|  sierten | eee | | stébchens nach 
Magensaftes, die aquivalent | wurde hinzu- 46 Stund. 30 Min. 
ineem | 0,1°/o HCl ist | gefiigt (Mett) 
| 
1 200 0,5 | 0,25 0,10 HCl 1,65 
2 2.0 | 0.5 3,0 Wasser 0,0 
8 | Kontrollsaft | —_ | 6,0 
| 


} 
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Dieser Versuch beantwortet also jene Frage in dem Sinne, 
da fiir die Entwicklung des Ferments nur die chemische Aul- 
hebung der Alkalescenz von Bedeutung ist; ihr Ersatz durch 
einfache Verdiinnung mit Wasser ergibt kein positives Resultat. 

Es ist zweifellos, daB sowohl bei der Alkalisation des 
Magensaftes, als auch bei der darauf folgenden Aufhebung der A!- 
kalescenz ein gewisser chemischer ProzeB vor sich geht. Man 
kann vermuten, daf wir bei der Neutralisation des Magen- 
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eaftes nur die freie Saure binden; wenn man jedoch durch die 
neutrale Reaktion hindurchgeht, so dringen wir schon mit dem 
Alkali in die Verbindungen der Séure mit den Eiweilstoffen, 
mit dem Ferment ein, zerreifen diese Verbindungen und ver- 
setzen das Ferment in ein ihm fremdes Medium. Um diese 
auf so leichte Art zerrissenen Verbindungen wiederherzustellen, 
mufs man auch den chemischen Weg, aber in umgekehrter 
Richtung betreten. Auf diesem Weg erheben sich aber viele 
Hindernisse und alles ad integrum zu wenden, ist uns nicht 
selungen. Ob jene °/4 des Ferments, deren Wiederherstellung 
uns in den meisten Fallen nicht gelang, zugrunde gingen, oder 
ob dieser groBere Teil des Ferments in eine fest zymogene 
Form tiberging, aus der unsere Mafregeln ihn nicht wieder 
in den tatigen Zustand zuriickversetzen konnten, ist schwer 
zu sagen. 

Zum Schlufi mochte ich noch einige Worte tiber die milch- 
koagulierende Wirkung unserer, einer Alkaliwirkung unter- 
worfenen MagensaftlOsungen sagen. Die milchkoagulierende 
Wirkung ging Uberall mit der proteolytischen Funktion parallel 
und bei einem gewissen Grade der Wiederherstellung des Fer- 
ments wurde auch die volle Proportionalitiit zwischen seinen 
beiden Funktionen hergestellt. Nur in jenen Fiillen, wenn der 
alkalische Saft ohne irgend eine vorhergegangene chemische 
Kearbeitung auf einmal angesiuert wurde, trat gewissermafen 
die Tatsache eines Auseinandergehens beider Wirkungen ein: 
der Saft zeigte die milchkoagulierende Wirkung, wiihrend die 
proteolytische verschwunden war. Dieses nur scheinbare Aus- 
einandergehen hangt jedoch davon ab, dab diese beiden Reak- 
tionen in verschiedenen Medien vor sich gehen, bei einer vér- 
schiedenen Einrichtung des Versuchs. Wenn man jedoch einen 
solchen alkalischen Saft, nachdem er mit Séure bearbeitet 
worden ist, durch die Zwischenphase hindurchfihrt, so zeigt 
sich in ihm auch die proteolytische Wirkung. In solchen Fiillen 
hat das Auseinandergehen der Fermentwirkungen seinen Grund 
in der gréBeren Empfindlichkeit der milchkoagulierenden Wir- 
kung des Ferments. Die Empfindlichkeit aber dieser Funktion 
ves Ferments hingt von dem Milchmedium ab, das die Wieder- 
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herstellung des Ferments beférdert. Sobald wir diesen Neben- 
einfluB des Milchmediums ausschlieben, indem wir ihn durch 
eine Entwicklung des Ferments mit Hilfe unserer Handgriffe 
ersetzen, so verschwindet auch das vorher vorhandene Ajs- 
einandergehen der Funktionen des Ferments. Es kommen je- 
doch Fille vor, dafB der alkalisierte Saft auch keine milch- 
koagulierende Wirkung zeigt. Fiigt man zu dem Saft viel Al- 
kali hinzu, und besonders iitzende Alkali, z. B. NaOH, so ver- 
schwinden in dem Safte beide Funktionen des Ferments und 
es gelingt nicht, sie wiederherzustellen. In diesen Fallen wird 
die Priifung des Saftes auf die milchkoagulierende Wirkung 
sofort zeigen, ob wir durch unsere Handgriffe zur Wiederher- 
stellung des Ferments positive Resultate erreichen werden oder 
nicht. Auf solehe Weise kann man nur in jenen Fiillen, wenn 
der alkalische Saft die Milch nicht koaguliert, auch keine jro- 
teolytische Wirkung in dem Safte entdecken. In allen Fiillen 
aber, wenn durch den Saft Milchgerinnung eintritt, kann man 
in dem Saft eine proteolytische Wirkung nicht nur entdecken, 
sondern auch die Proportionalitét der beiden Funktionen des 
Kerments nachweisen. 

Auf Grund alles oben Ausgefiihrten erlauben wir uns, 
folgende Sehliisse zu ziehen: 

1. Die Alkalisation des Magensaftes wirkt auf dessen KI- 

weifferment zerstOrend ein, was sowohl an der milchkoagu- 
lierenden, als auch an der proteolytischen Wirkung zum Aus- 
druck kommt. 
2. Um im alkalisierten Safte die Fermentwirkung nach 
Moéglichkeit wiederherzustellen, mu man */s der Alkalescenz 
des Saftes beseitigen, und nachdem man ihn 4—6 Stunden 
bei Zimmertemperatur im Zwischenstadium erhalten hat, dis 
entwickelte Ferment durch Ansiiuerung fixieren. 

3. Die vollkommene Neutralisation des Alkalis ergibt be- 
ziehentlich der Wiederherstellung des Ferments  schlechtere 
Resultate, als eine partielle Neutralisation im Umfange von 
® 10/10 der Alkalescenz. 

4. Die Ansiiuerung des alkalischen Saftes auf einmal, oline 
ihn durch das Zwischenstadium hindurchgefiihrt zu haben, ftir! 
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hei geniigender Alkalescenz des Saftes und einer gewissen 
Hauer der alkalischen Periode zum Verschwinden der proteo- 
lvtischen Wirkung des Ferments, wobei die milchkoagulierende 
\Virkung, wenngleich im quantitativen Sinne geschwiacht, er- 
halten bleibt. | 

5. Der Umfang der zerst6renden Wirkung des Alkalis auf 
das Ferment la6t sich am leichtesten kontrollieren durch die 
Kraft der milchkoagulierenden Wirkung, als einer Reaktion, 
die schnell und ohne Schwierigkeit eine Antwort gibt. 

6. In allen Fallen, wo die Probe auf Milchkoagulation 
ein positives Resultat ergibt, kann man unter Anwendung von 
Handgriffen zur Wiederherstellung des Ferments, die vollkom- 
mene Proportionalitéit zwischen den beiden Funktionen des 
Ferments nachweisen. 
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Untersuchungen dber die durch die opsonische Reaktion 
hervorgerufenen Chemotropine. 
Von 


Prof. E. Centanni. 





(Laboratorium fiir Allgemeine Pathologie an der kéniglichen Universitat zu Siena.) 


(Der Redaktion zugegangen am 6, Februar 1908.) 


Dal} die Opsonine in der Immunitiitslehre Aufnahme ge- 
funden, ist, wie bekannt, nicht etwa der Entdeckung einer neuen 
Tatsache zu verdanken, sondern einer neuen Auffassung der 
Erscheinung, die gewifi zu den am meisten untersuchten und 
besprochenen gehdort, niimlich der Phagocytose. Die Streitfrage 
bezieht sich namentlich auf die Feststellung, ob das Immun- 
serum, der Ansicht Metschnikoffs gemaB, als ein Stimulin 
auf die Leukocyten, oder, wie heutzutage behauptet wird, un- 
mittelbar auf das Bakterium einwirkt. 

Die erste Veranlassung zu der letzteren Annahme scheinen 
die von Denys und Leclef (1895) gemachten Beobachtungen 
gewesen zu sein. Diese Autoren bemerkten keinen wesent- 
lichen Unterschied in bezug auf das phagocytére Vermigen 
zwischen den Leukocyten eines gesunden und den Leukocyten 
eines immunisierten Tieres. Auferdem hatte ich schon 1901 
hervorgehoben, daf} der Pneumococcus durch den Kontakt mit 
dem entsprechenden Serum diesem sein Immunisierungsver- 
mOgen auf das Tier raubt, ohne betrachtlichem Schaden in 
seinen vegetativen und infektidsen Eigenschaften zu unterliegen. 
Die Grundziige der heutigen Lehre waren somit im wesent- 
lichsten schon entworfen. Hierauf haben Wright (1903) be- 
ziiglich der normalen und Neufeld und Rimpau (1904) be- 
ziiglich der immunisatorisch gewonnenen, die Phagocytose be- 
firdernden Substanzen des Blutes Versuche angestellt, be! 
welchen die drei Elemente, Serum, Keim und Leukocyt, welche 
die Reaktion abgeben, einzeln gepriift wurden, sodaf es diesen 
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Morschern moéglich wurde, die Rolle eines jeden dieser Elemente 
nachzuweisen und infolgedessen eine sichere Lehre auf das Prinzip 
zu griinden, dai das Opsonin ein Antikérper des Bakteriums 
ist und die Phagocytose nur eine, bei einem schon vorbereite- 
ten Keime auftretende Erscheinung darstellt. Dieses Prinzip 
darf heute, infolge der zahlreichen diesbeziiglichen Untersu- 
chungen, welche die schon umfangreiche Literatur aufzuweisen 
hat, als endgiltig festgesetzt werden. Einige Fragen sind jedoch 
auf diesem Gebiete noch nicht er6rtert. 

Ich habe meine Aufmerksamkeit auf eine Phase gerich- 
tet, welche auf die bisher vorzugsweise beobachtete folgt; ich 
habe namlich die Erscheinungen untersucht, die nach geschehe- 
ner Fixierung des Opsonins von seiten des Bakteriums auf- 
treten, und dabei festzustellen versucht, auf welche Weise die 
Phagocytose dabei zustande kommt. 

Auf Grund der allgemeinen Lehre des Tropismus, laut 
welcher die beweglichen Organismen unter dem EinfluB be- 
_ stimmter Krifte (chemischer, thermischer, elektrischer usw.) 
sich orientieren, miissen wir annehmen, dab, infolge der Be- 
riitruang mit dem Opsonin, das Bakterium eine positive chemo- 
tropische Substanz erzeugt und an die Umgebung abgibt, welcher 
die Fiahigkeit zukommt, die amdboide, aufnehmende Tiitigkeit 
der Leukocyten, die ihrem EinfluB ausgesetzt werden, zu reizen 
und anzuregen. . 

Demnach tritt das Chemotropin, in der Opsoninlehre, 
als das direkte Agens der Phagocytose auf; aus diesem Grunde 
eben ist es interessant, dasselbe direkt zum Gegenstand eines 
eingehenden Studiums zu machen. Die vorliegenden Unter- 
suchungen, die eben darauf gerichtet sind, und zu welchen der 
Pneumococcus das Versuchsmaterial liefert, hingen mit meiner 
lriiher erschienenen Arbeit iiber den Aderlai zusammen, inso- 
‘ern die Methode und das Material zum Teile den beiden Ar- 
beiten gemeinsam ist. 

Das opsoninhaltige Serum wurde denn auch grOftenteils 
aus Kaninchen gewonnen, die dazu verwendet worden waren, 
das Immunisierungsvermégen des Blutserums von an Pneumo- 
nie erkrankten Menschen zu priifen, und die nach einer lo- 
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kalen Reaktion die Krankheit tiberstanden hatten; dieser |o- 
kale Herd ist, wie ich bewiesen habe, eine ungemein reich 
Quelle von Immunsubstanzen, und deren Resorption verleilt 
dem Serum des Tieres ein sehr hohes opsonisches Vermizen, 
Manchmal wurde das Serum aus Menschen gewonnen, welche 
die Pneumonie tiberstanden hatten und sich im Stadium der 
tekonvalescenz befanden; manchmal aus Hunden und Schafen. 
die mit im Ather sterilisierten Kulturen immunisiert worden 
waren, weil diesen Kulturen, meinen schon langst gemacliten 
Beobachtungen entsprechend, die Eigenschaft zukommt, ic 
aktiven Elemente des Impfstoffes im héchsten Grade wirksam 
zu erhalten. Um bei den Priifungen die erforderliche Emptind- 
lichkeit zu erzielen, wurde das Limitvermégen fiir Jedes Serum 
im voraus, die Minimaldosis festgestellt, die zur Hervorrufung 
einer ausgesprochenen Phagocytose noétig war, niimlich bei 
frischen Seren durchsechnittlich 1 : 50—100. 

Die Beurteilung beruht bei diesen Versuchen hauptsiich- 
lich auf folgenden zwei analytischen Verfahren: Phagocytose 
in vitro nach Wright und Chemotaxis in den = subkutanen 
Kapillarrdhrchen nach Pfeffer. 

Bei der Priifung der Phagocytose verfuhr man folgender- 
mafen. Von opsoninhaltigem, natiirlichem oder verdiinntem 
Serum wurden 0,25 cem, von Leukocyten aus dem Blute eines 
Tieres der gleichen Rasse 0,05, von Pneumococcus in }lut- 
kultur eine Ose von 2,5 mm Durchmesser genommen. Aufent- 
halt in 38° warmem Wasser mit zwei Priifungen, nach 15 und 
nach 25 Minuten: die zweite Priifung dient als Kontrolle tiir 
die erste und ist geeignet, ohne auberhalb der richtigen Periode 
zu sein, die Tiitigkeit trigerer Sera an den Tag zu bringen. 
Die Priiparate wurden durch 10‘ im Methylalkohol, vorzug:- 
weise aber bei 120° Wirme fixiert, weil auf diese Weise das 
Priparat klarer bleibt und die Leukocyten einzelner Tiere leichter 
gefiirbt werden, was bei dem Kaninchen der Fall ist, bei dem 
das Protoplasma eine deutliche rosige Farbe annimmt. iti! 
we'cher die Keime noch deutlicher abstechen. Der phagocytiure 
Index wird durch Ziihlung von 50 polynukledéren Leukocyten tir 
jedes Priiparat berechnet. 
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Mit den Kapillarrdhrchen habe ich unter Beriicksichtigung 
‘ folgender Vorsichtsmabregeln gearbeitet. VerschluB des einen 
Kndes, um Verschiebungen der Siéule vorzubeugen; betriicht- 
jiche Liinge, nicht unter 3 cm; Einfiihrung mit der Miindung 
in die Tiefe der Wunde, um dem Einfluf der im Bereiche des 


Hautschnittes sich vollziehenden Reaktion zu entgehen; An- 


wendung einer betriichtlichen Anzahl bei jeder Priifung — ein 
Biindel von etwa 10—12 Stiick — und Anstellung der ver- 


schiedenen Proben derselben Serie, bei demselben Tiere an 
verschiedenen Stellen des Riickens, um die Resultate miteinander 
vergleichen zu kOnnen. Die R6hrchen werden im Durchschnitt 
2) Stunden stehen gelassen: zur Beurteilung der Resultate dient 
die Tiefe, bis zu der die Leukocyten vorgedrungen sind, und die 
Dichte ihrer Anhiiufung, d. h. ob ununterbrochene Pfrdpfe, 
Floeken oder blob einzelne Elemente zu sehen sind. 

Infolge der Mannigfaltigkeit der mitwirkenden Faktoren und 
der iiuberst groBen Empfindlichkeit der an diesen Priifungen be- 
telligten Reagenzien schwanken die Kesultate unter den gering- 
sten Einfltissen. Die mittels Kapillarréhrchen vorgenommenen 
Priifungen konnen, wenn sie unter Beobachtung obenerwiihnter 
Mabregeln angestellt werden, bedeutungsvolle, miteinander tiber- 
einstimmende Resultate liefern. Im Gegensatze dazu _ unter- 
liegen die Versuche nach Wright, wie manche Forscher aus- 
driicklich bemerken, sehr erheblichen Schwankungen, und soll 
man daher die Durchschnittszahlen von verschiedenen Priifungen 
nehmen. 

Auber der strengsten Beobachtung der Verhiiltnisse der 
Menge, sowie der Zeit und der Temperatur, ist dabei die am 
wichtigsten zu beobachtende Vorsichtsmabregel, den Behaupt- 
ungen siimtlicher Autoren geméfh, die Anwendung moglichst 
‘rischer, nicht iber zwei Tage alter Materialien. 

Diese erste Serie von Untersuchungen habe ich zum Zwecke 
vorgenommen, namentlich folgende Hauptpunkte in der zu er- 
orternden Frage ins klare zu bringen: Wie kommt das Chemo- 
tropin zustande und wie diffundiert es? Welches sind die be- 
standteile desselben? Welche Veriéinderungen werden an den 
durch dasselbe beeinfluBten Leukocyten hervorgerufen ? 
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Weitere Untersuchungen werden spiater noch mehr Livc|) 
auf einige noch nicht erdrterte Fragen werfen, und zwar nament- 
lich in bezug auf die physikalischen und chemischen Eigey- 
schaften sowohl, als auch auf die biologischen, die infolge der 
Einspritzung in den lebenden Organismus zur Geltung kommen. 


1. Kombinierung des Opsonins mit dem Bakterienrezeptor. 


Es ist das die erste Phase, die das Instandekommen des 
Chemotropins einleitet, und dieselbe sollte eigentlich durch die 
Untersuchungen tiber die Opsonine zur Geniige bekannt sein. 
Es ist darum zu verwundern, dafi sowohl Wright als auch 
seine Mitarbeiter bei den ersten Untersuchungen, die zur Be- 
griindung dieser Lehre fthrten, zur Feststellung dieser Kombhi- 
nierung nicht etwa das klassische Verfahren der elektiven Ab- 
sorption benutzten, sondern eine Reihe indirekter Beweise heran- 
gezogen haben, so z. B. die Unschadlichkeit der Erhitzung 
auf 60° nach vorangegangener Kombinierung des normalen 
Opsonins mit dem Bakterium, das Ausbleiben einer Verianderung 
in dem phagocytiren Vermégen der Leukocyten gegen anorga- 
nische Teilehen nach Inaktivierung des Serums, die Moglichkeit, 
die Leukocyten zweier mit verschiedenem Vermégen ausge- 
statteten Blutproben, nicht aber deren Sera zu ersetzen. Neufeld 
und Rimpau haben im Gegenteil bei den Immunopsoninen 
das Verfahren der elektiven Absorption direkt angewandt, und 
dieselbe Methode wurde nachher von mehreren englischen For- 
schern benutzt (Bulloch mit Atkin und mit Western, Dean, 
Hektoen und Riidinger, Leishman). 

Bei beiden Proben der geschehenen Absorption, und zwar 
sowohl betreffs der Verringerung des Serumvermdégens infolge 
des Kontaktes mit den Bakterien, als auch in betreff der da- 
nach erworbenen Eigenschaften seitens der gewaschenen Keime, 
erzielte man positive Erfolge, die jedoch nicht so ausgesprochen 
und scharf waren wie die an derse!ben Methode beziiglich anderer 
Immunsubstanzen erhaltenen Resultate. Der Grund dieser Tat- 
sache wird bald im folgenden erortert. 

Zuniichst miissen in bezug auf unsere Versuche einzelne 
Umstiinde beriicksichtigt werden, die sich bei der Absorption 
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gellend machen, wie das aus den bisherigen Beobachtungen 
hervorgeht. So laBt sich aus der einige Minuten nach Anstellung 
der Priifung eifrig vor sich gehenden Phagocytose schlieBen, 
dah die Kombinierung mit der gréften Raschheit erfolgt. Es 
ist ferner nachgewiesen, daf in Ubereinstimmung mit dem Ce- 
setz der Gemeinschaft der Rezeptoren ein jedes Opsonin sich 
besser, aber nicht ausschlieBlich (Centanni, Farland und 
L’engle), mit dem entsprechenden Keim kombiniert; dal die 
Kombinierung selbst bei 0°, wenn auch vielleicht nicht mit der 
leichen Lebhaftigkeit eintritt; daB selbst die abget6teten Bak- 
terien und zwar bei einer 115° hohen Temperatur ihre Empfind- 
lichkeit dem Serum gegeniiber beibehalten. 


2. Uber die Schnelligkeit, mit welcher das Chemotropin 
abgegeben wird. 

Auf die Kombinierung des Opsonins mit dem Bakterium 
folet eine Phase, in welcher das erzeugte Produkt léslich wird 
und austritt; die Schnelligkeit, mit welcher die beiden Phasen 
aufeinander folgen, laft sich abmessen. 

Zu diesem Zwecke werden Priifungen angestellt, bei welchen 
das Serum und der Pneumococcus auf 5‘, 15‘, 45‘ bei einer 
Temperatur von 25° in Berthrung kommen. Darauf werden 
die Bakterien dreimal unter Abzentrifugierung gewaschen und 
jede Probe wird, nachdem die Aufschwemmung abzentrifugiert 
worden, in zwei gleiche Halften geteilt. Die Phagocytose wird 
bei den so behandelten Bakterien in der Weise festgestellt, daf 
man fiir die eine Serie Kochsalzlésung, fiir die andere aber 
aktives opsoninhaltiges Serum anwendet. 

‘a — zahllos 


"eter. — 7 
opsoninhalt. Ser. — zahllos. 


Sensibilisierte Pneumococcen 5‘ 
| gewaschen 


> > 15’ gewaschen, Kochsalzliésung — 11. 
f ungewaschen — zahllos 
0! { Kochsalzlésung — 9 
\ opsoninhalt. Ser. — zahllos, 
f in Kochsalzlés.(spontane Phagocytose) — 2 
\in opsoninh. Ser. — 55. 


| gewaschen 


Kontrolle (normale Keime) 


Der Ubergang von der Kombinierung mit dem Opsonin 
zur Abgabe des léslichen Chemotropins vollzieht sich demnach 
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im Bakterium mit der groéBten Raschheit. Schon nach einer 
5 Minuten langen Kontakte mit dem Serum bleibt nach dem 
Waschen im Bakterium eine duferst partielle Sensibilisierung 
zuriick, die fast unveridndert bleibt, nachdem der Kontakt )e; 
Zimmertemperatur auf 45‘ verlingert wird. Es mubf jedoch 
hervorgehoben werden, dafS, wenn das Bakterium wieder mit 
aktivem Serum in Beriihrung gebracht wird, dasselbe von neuem 
Chemotropin abgibt. 

In ahnlicher Weise wurde ferner eine Reihe von Ver- 
suchen angestellt, bei welchen man das Material durch 15 Minuten 
bezw. durch 2 bis 8 Stunden im Brutschrank stehen lieb; dabe: 
kam die beschleunigende Wirkung der Warme auf die Reaktion. 
noch mehr aber die Zunahme der Keime in Betracht. Nach 
dem Aufenthalt von 2, bezw. 8 Stunden war der Umstand sehr 
deutlich zu erkennen, dafi die Keime, selbst wenn sie das 
Waschen nicht erfahren hatten, ihre nach 15 Minuten sehr 
ausgesprochene Sensibilisierung eingebiBbt hatten. 

Dafi das Ausbleiben der Phagocytose einer eventuellen 
schidlichen Wirkung auf die Leukocyten vonseiten der lésbaren 
Produkte der Kultur nicht zuzuschreiben ist, wird im folgenden 
bewiesen. Wir miissen also annehmen, dah das Chemotropin. 
welches der in dem angewendeten Serum vorhandenen Opsonin- 
menge entsprechend vom Bakterium erzeugt worden war, nach 
jener Zeit schon vollsténdig ausgeschieden worden, ja, die Keime 
haben um diese Zeit normale Rezeptoren wieder erzeugt, «a 
sie unter Zufiihrung frischen Opsonins eine lebhafte Phagocy- 
tose hervorrufen. 

Weitere Versuche nach demselben Typus wurden wiede! 
mit aus Hunden gewonnenem Material angestellt, das eine aufers! 
lebhafte Aktivitiit aufwies; obwohl nach dem Waschen eine 
deutlich zu erkennende Verringerung der Sensibilisierung aul- 
tritt, bleibt diese auch nach 45‘ noch immer betrachtlich. Dem- 
nach erscheint die Dauer der auf das Bakterium ausgeiibten 
Wirkung als von dem Serumvermégen und der Empfindlichkei! 
der Leukocyten abhangig. 

Bei diesen Versuchen macht sich gelegentlich, in bezug 
auf die Agglutinine, eine éhnliche Erscheinung geltend, wie s!¢ 
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heziiglich der Opsonine wahrgenommen wurde, namlich, dai 
Keime, die in dem Immunserum als ansehnliche Flocken auftreten, 
nach erfolgtem Waschen und nach Aufsechwemmung in Koch- 
salzl6sung wieder auseinander gehen und dann gleichmiibig ver- 
teilt erscheinen. 

In der von dem sensibilierten Bakterium erlittenen, raschen 
KinbuBe liegt gewil} die niichste Ursache der Schwierigkeit, 
welche die Forscher bei der methodischen Anwendung der 
oben erwiihnten elektiven Absorption getroffen haben. Einzelne 
Forscher liefern einen direkten ziffernmabigen Nachweis dieser 
Schwankungen. So heben Hektoen und Riidinger hervor, 
daB, wiithrend der Staphilococcus und der Streptococcus, wenn 
sie im aktiven Serum belassen werden, den Index 22,0 resp. 
22.2 abgeben, der Index nach erfolgtem Waschen auf 10,0 resp. 
14,0 sinkt. Diese Verringerung wird von diesen Autoren dem 
Umstande zugeschrieben, dab ein Teil der Bakterien beim 
Waschen verloren geht; es ist bekannt, wie stark die Schwan- 
kungen in der Anzahl der angewandten Keime das Resultat der 
Priifung beeinflussen. Nun darf aber eine Kinbufe an Keimen 
bei der Abzentrifugierung nicht allzu hoch eingeschiitzt werden, 
da es sich hier meist um agglutinierte Keime handelt, die sich 
leicht absetzen. Bei unserem Versuche blieb ein solcher Ein- 
wand ganz ausgeschlossen, da wir die gleiche nach der Abzen- 
trifugierung verteilte Anzahl Keime angewendet haben. 


3. Dauer der Ausscheidung von Chemotropin. 


Die oben erwihnte Tatsache, dai der Keim, der durch 
Waschen nach dem ersten Kontakte mit dem opsoninhaltigen 
Serum seinen ganzen Chemotropingehalt verloren hatte, nach 
einem neuen Kontakt mit frischem Serum wieder frisches Chemo- 
tropin erzeugt, veranlafte uns, nachzuforschen, wie weit diese 
abwechselnde Fahigkeit des Bakteriums getrieben werden kann: 
umsomehr, da die Opsonine als solche die Lebensfiahigkeit des 
beeinfluBten Keims nicht zu beeintréchtigen scheinen. 

Zu diesem Zwecke wollten wir unter wiederholtem Sensi- 
bilisieren und folgendem Waschen des Keims feststellen, wie 
lange einerseits der Keim die Fihigkeit beibehilt, der Phago- 
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cytose zu verfallen, bezw. wie lange aktives Chemotropin jn 
der Flissigkeit auftritt. Dabei mu8 ganz besonders darauf ge- 
achtet werden, dafi der Keim nicht in den Stand gesetzt wird. 
weiter zu vegetieren und somit seine Einbufe nach und nach 
zu ersetzen. Darum habe ich im Laufe des Versuches eine 
niedrige Temperatur benutzt, ferner abgetétete Keime ange- 
wendet. 

Bei den Versuchen der ersten Reihe blieb die Temperatur 
bei 16—18°: nach jeweiligem 3stiindigen Kontakt wurden die 
Bakterien wiederholt gewaschen, wobei die zusammenlaufenden 
Flocken durch eine diinne Pipette modglichst getrennt und aus- 
einander gebracht wurden. In einem der Rohrchen wurde 
unter Zufiihrung von Leukocyten die Phagocytose direkt ge- 
priift, in den tbrigen wurde immer neues Serum bis zur weit- 
gehendsten Erschopfung hinzugesetzt. 


Nach 1 Behandlung Index 5d 
>» 3 Behandlungen > 27 
» «© > (und einer Nacht) » 12 
Natirliche Keime >» 45 


Der Kontrolle gegeniiber scheint bei den ersten Immer- 
sionen der Index eine Erhdhung erfahren zu haben, und zwar 
anscheinend, weil der dreistiindige Aufenthalt des Keimes im 
Serum die Wirkung des Opsonins auf denselben tiefgehender 
gestaltete. Nach wiederholten Behandlungen mit dem Serum 
erscheint eine Tendenz zur Erschépfung, aber letztere scheint 
nicht vollstandig zu sein, was wohl dem Auftreten des ur- 
spriinglichen Chemotropins des Bakteriums, von dem spater die 
Rede sein wird, oder aber einer bei der niederen Temperatur 
zu langsam erfolgenden Reaktion, oder einer partiellen Wieder- 
herstellung der letzten Rezeptoren zugeschrieben werden dart. 

Unter dem Mikroskope erscheinen diese erschépften Keime 
als ziemlich wohlerhalten, sie weisen jedoch eine geringere 
Fiirbbarkeit und schirfere Umrisse auf. Um sie auf ihre Lebens- 
fiihigkeit hin zu priifen, braucht man sie nur in normales Ka- 
ninchenserum zu bringen. Nach 10 Stunden ist die Kultur schon 
reichhaltig, und eine Priifung mit opsoninhaltigem Serum und 
Leukocyten zeigt eine ebenso starke Phagocytose wie bei nor- 








Untersuchungen iiber die Chemotropine. 149 
malen Keimen. Der Keim ist dann, nach mdoglichst griindlicher 
Entfernung des auf Opsonin reagierenden Bestandteiles, noch 
der Vermehrung fiahig und erzeugt nach kurzer Zeit die op- 
sonophile Schicht. 

Diese Beobachtungen sind einem engen Zusammenhang 
mit der Veranderung, die man als tierische Bacillen (Bail) be- 
zeichnet hat, bei welcher ein Bakterium, das aus den Kulturen 
entnommen und gegen Immunkorper empfindlich ist, durch den 
Aufenthalt in dem immunisierten Tiere diese Eigenschaft ein- 
hiBt und infolge dieser Anpassung, die selbst wenige Stunden 
nach erfolgter Infektion auftritt, den Immunzustand tiberwindet 
und den Tod des Tieres verursacht. Auf diesen Umstand ist 
hauptsaéchlich der Mifberfolg in vivo bei Seren, die sich in 
vitro als wirksam erwiesen hatten, zuriickzufiihren. 

Bei den zur Erschdpfung des Chemotropins mittels abge- 
tOteter Keime vorgenommenen Versuchen stO{t man auf den 
miflichen Umstand der verminderten Fiarbbarkeit bei dem auf 
verschiedene Weisen (Wiarme, Ather, Altwerden usw.) abge- 
toten Pneumococcus. An Kulturen, welche durch halbstiindigen 
Aufenthalt bei 58° abget6tet wurden, habe ich nachweisen kinnen, 
dafi nach der AbtOtung dieses Keimes die opsonophilen Rezep- 
torenihre Tatigkeit beibehalten. soda der Kontakt mit Serum eine 
lebhafte Phagocytose hervorruft, die den Keimen allein abgeht. 

Angesichts dieser Schwierigkeit, welcher man bei der 
beobachtung der Praparate begegnet, habe ich Untersuchungen 
nach einer anderen Richtung hin angestellt, némlich ich habe 
die Veranderung zu bestimmen versucht, die das chemotaktische 
Vermégen der entfernten Sera bei den successiven Kontakten 
erfuhr. Zu diesem Zwecke wurde der Bodensatz einer durch 
Altwerden (3-5 Tage) sterilisierten Kultur in Bouillon und Blut 
mit einer etwa zehnfachen Menge opsonischen Serums ver- 
mengt, dann jede Probe auf eine Stunde in den Brutschrank 
gelassen; das wieder abgetrennte Serum wird zu der Priifung 


mittels Kapillarrdhrchen verwendet. 
Serum nach 1 Behandlung’ Tiefe: 3,7 mm, Dichte: starke 


> >» 2 Behandlungen » 23 » > miafige 
> > 3 > L 0,7 > > wenige. 
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Die Erzeugung von Chemotropin scheint bei Anwendung 
toter Keime infolge wiederholter Kontakte schneller zu Ende 
zu gehen, als es bei lebendigen Keimen der Fall ist: es muff 
nun festgestellt werden, ob die Warme einen Teil der opso- 
nophilen Elemente inaktiviert, oder ob das Bakterium unter 
diesen Umstianden das erzeugte Chemotropin rascher abgibt. 

Aus siimtlichen Untersuchungen geht hervor, dafi der Pneu- 
mococcus eine betriichtliche Menge opsonophiler Komplexe be- 
sitzt, welche sich nach und nach in verschiedenen Phasen 
mit dem Opsonin kombinieren, als seien gleichsam verschie- 
dene Arten von Rezeptoren, die eine stufenweise abnehmende 
Aviditiit aufweisen, vorhanden, oder vielmehr, als wiiren diese 
Komplexe schichtenweise angeordnet und so, dab sie an der 
Peripherie gleichsam eine molekuliire Umhiillung bildeten: eine 
solche Voraussetzung ist mit der Raschheit der Opsonophilen 
zu reagieren und mit der Unschiidlichkeit ihrer Entfernung fiir 
den Keim im Einklang. 


f. Verhdltnis zwischen der opsonophilen und der endotoxischen Zone 
des Bakteriums. 


Die Forschungen tiber die Chemotropin erzeugenden Sub- 
stanzen sind geeignet, eine Erweiterung der Kenntnisse tiber die 
Beschaffenheit des Bakteriums herbeizufiihren, welches, ebenso 
gut wie jede andere Zelle, eine hoch komplizierte Beschatten- 
heit aufweist; ebenfalls, wie im Bereiche der Chemie die An- 
zahl der durch die Analyse aufgefundenen Bestandteile zunimmt. 
so wird durch die Immunitiitslehre eine immer gr6fere Anzahl! 
Antikérper nachgewiesen, die von einem und demselben Keime 
hervorgebracht werden konnen. 

Dazu ist es erforderlich, eine weitere Eigenschaft der 
opsonophilen Pneumococcensubstanzen ins Auge zu fassen, niin- 
lich deren Unschiidlichkeit. Zu dieser Untersuchung koénnen 
die Filtrate von Kulturen in Bouillon und Blut, vorzugsweise 
aber in Kaninchenserum benutzt werden: diese Filtrate wiesen 
bei den Priifungen, in bezug auf die Opsoninerzeugung im (r- 
ganismus, als auch auf die spiiter zu besprechende Neutrali- 
sierungsfiihigkeit in vitro einen reichlichen Gehalt von solchen 
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opsonophilen Substanzen auf. Der dazu verwendete Keim ent- 
stammt aus typischen Fillen kruppdser Pneumonie, hat ver- 
echiedene Passagen durch Kaninchen erfahren und ist in den 
Zeitriumen zwischen den Passagen jedesmal in frischem Ka- 
ninchenblut geziichtet worden. 

Die Unschiidlichkeit ergibt sich zuniichst in bezug auf die 
Leukocyten bei den Priifungen in vitro, bei welchen diese Kultur- 
fliissigkeiten die phagocytire Tatigkeit der Leukocyten, die darin 
cestanden haben, vollstindig intakt lassen, sodab, wenn bei der 
\Wrightschen Probe diese Flissigkeiten in der ersten Periode, wo 
inre Kombinierung mit dem Opsonin noch nicht erfolgt ist, hinzu- 
vesetzt werden, die Phagocytose ebensowenig beeintriichtigen, 
wie wenn Kochsalzlosung beigemengt worden wire. 

Die gleiche Unschiidlichkeit kann auch in vivo nachge- 
wiesen werden, da die benannte Fliissigkeit, selbst in einer Menge 
von 10 cem pro Kilogramm dem Kaninchen intraven6és injiziert 
werden kann, ohne da sie allein eine schiidliche Wirkung 
hervorruft, noch eine schon entwickelte Infektion befOrdert. 
Selbst bei Menschen ist nach mehrmals vorgenommenen sub- 
kutanen Injektionen von 50—100 ccm (Mancini) nie eine noch 
so geringe Reaktion eingetreten, und zwar weder an der Stelle 
der Injektion, noch eine Allgemeinreaktion, wihrend jedoch in 
kurzer Zeit ein hohes Immunitiétsvermogen im Blute hervor- 
gerufen wurde. 

Diese Wahrnehmung hatte ich hauptsichlich vor Augen, 
als ich zu einer Zeit, da alle Erscheinungen auf die Toxine 
zurickgefiihrt waren, auf Grund meiner ersten Versuche (1895) 
das Vorhandensein von Immunsubstanzen, die weder toxin- 
haltig, noch toxischen Ursprungs waren, entschieden verfocht. 
Die opsonophile Schicht des Bakteriums besitzt eine geringe, 
die Immunitét anregende Wirksamkeit, wie sie bei einfach hete- 
rogenen Protoplasmen nachgewiesen ist und regt h6chst wahr- 
scheinlich dieselben Apparate fiir normale Ernihrungsfunktion 
zur Tétigkeit an. 

Im Gegensatz zu diesen Eigenschaften des opsonophilen 
bestandteiles des Bakteriumkorpers steht dessen endotoxischer 
bestandteil mit seinen toxischen Eigenschaften und seiner topo- 
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graphisch tieferen Lage. Beziiglich der Toxicitét des Pneumo- 
coccus waren die Meinungen geteilt. Eine gewisse Toxicitit 
erweist sich schon bei den Priifungen in vitro auf die Phago- 
cytose, die bekanntlich nur schwerlich tiber die erste halbe 
Stunde hinaus fortgesetzt werden kénnen, weil sich dann die 
vorhandenen Keime auflésen und die Leukocyten einem weit- 
greifenden DegenerationsprozeS unterliegen. Solche Erschei- 
nungen sind im Laufe der Pneumococceninfektion im Blute in 
reichlichem MaBe zu beobachten. 

Die Schwierigkeit, aus der Kulturfliissigkeit aktives Toxin 
zu gewinnen, ist auf den Umstand zuriickzufiihren, dab die 
iiubere Bakterienhiille fiir solche Substanzen schwer durch- 
giingig ist, oder dieselben erst durchlaBbt, wenn sie infolge der 
Autolyse in Zersetzung tibergegangen sind. Wenn man frische 
Keime, die durch den Kontakt mit der fliissigen Luft ihre Ziihig- 
keit eingebiibt haben, zersprengt, wie das von Mac Fadyen 
angefiihrt wurde, kann bei diesem Keime ein sehr hohes toxisches 
Vermégen nachgewiesen werden. 

Ich habe solche Produkte durch 4—6stiindiges Zerreiben 
von Kultur mit Quarzpulver vermengt erhalten. Dieses Ex- 
trakt vermag in vitro einen viel rascheren Zerfall der einge- 
fiihrten Leukocyten hervorzurufen, als er nach Aufenthalt in 
dem opsonophilen Extrakte wahrgenommen wird. Es wird ferner 
beobachtet, dab, wenn man dieses endotoxische Material mit 
Serum, welches durch die mittels der gewoéhnlichen Kultur- 
fliissigkeit vorgenommene Schutzimpfung gewonnen wurde, in 
Beriihrung bringt, dasselbe kein diese Kategorie von Produkten 
neutralisierendes Antitoxin aufweist. 

Nach siimtlichen hier angeftihrten Beobachtungen ist das 
Opsonin aufzufassen als ein spezifischer Antikérper fiir dic 
peripherischen Bestandteile des Bakteriums, die am leichtesten 
gelist werden und bei der Schutzimpfung ihre Wirksamke!! 
ausiiben. Das Opsonin kann also als ein partielles Bakteriolysin, 
als ein Esolysin aufgefaft werden, wihrend bei den eigentlichen 
Bakteriolysinen das Vorhandensein eines Endolysins anzunehmen 
ist, zu dem oft auch ein Esolysin hinzukommt, wie das durch das 
gleichzeitige Erscheinen selbst von Opsoninen bei Bakterien, die 
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am meisten eine Lysis erfahren wie z. B. Vibrionen, bewiesen 
ist. Der Gegensatz zwischen Metschnikoffs und Pfeiffers 
Auffassung mochte unausgleichbar erscheinen, solange der Be- 
sriff von der Anzahl und der Beschaffenheit der in einem und 
demselben Bakterium erzeugbaren Antikérper noch sehr unbe- 
stimmt und mangelhaft war. 


Dd. Versuche siber Opsonoide. 


Die Einbube an Empfindlichkeit und die Unfiihigkeit, die 
chemotropische Umwandlung der Opsonine weiter zu treiben, 
welche, wie wir gesehen haben, die Bakterienzelle infolge der 
Ausscheidung ihrer opsonophilen Komplexe erfihrt, ist ein 
sliinzendes Beispiel, das zur Stiitze der von mir verfochtenen 
Auffassung der Zellenstomose dient, niimlich, da’ der Zelle 
infolge der Entfernung der spezifischen, gesiittigten, kombi- 
nierenden Komplexe ihre Empfindlichkeit abgeht. Der Stomose- 
lehre kommt eine sehr bestimmte Stelle in der Geschichte der 
Immunitét zu, da sie deutlich formuliert und nachgewiesen 
worden war (1893), als die Theorie der Seitenketten in die 
Immunititslehre eingefiihrt wurde (1897), welche eine spiitere 
Phase der Stomose, die Hyperproduktion der gesiattigten Kom- 
plexe, erdrtert. Die Stomose ist in der Tat keine Hypothese, 
sondern eine an der Hand direkter Priifungen sowohl in vivo, 
als in vitro nachweisbare Tatsache. Gegenwiirtig nimmt sie 
eine ganz besonders hervorragende Rolle ein, seitdem nicht 
nur in der allgemeinen Biologie fiir die Anpassung der Orga- 
nismen an die Umgebung, sondern auch auf dem Gebiete der 
Immunitét nachgewiesen wurde, dafi die Verdanderungen der 
cellularen Empfindlichkeit verbreiteter sind, als die zeitweiligen 
und nebenseitlichen Verdanderungen, die in den Siiften vor- 
kommen. (Anpassungsimmunitét: Sauerbeck, Eisenberg, 
Wassermann und Citron). 

Einen weiteren Beitrag zu dieser Lehre habe ich zu liefern 
gesucht, indem ich versuchte festzustellen, ob die Stomose in 
einer anderen Form, nimlich durch einfache Sattigung ohne 
Entfernung, hier Anwendung finden kénnte, wie ich sie bei 
speziellen Untersuchungen hatte nachweisen kOnnen. Dies Jiabt 
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sich erreichen mit dem Abschwiichungsprodukte des Opsonins. 
dem Opsonoid, das sich mit dem opsonophilen Molekiil ohne 
Hervorrufung der Lysis kombiniert, infolgedessen das Bakterium 
nicht etwa, wie wir uns bei der Wirkung des aktiven Opsonins 
vorstellen kinnen, eine Art Abschilung erfihrt, sondern viel- 
mehr gleichsam einen unangreifbaren Anstrich bekommt. 

Ich habe Sera von Kaninchen, von Hunden oder yon 
Menschen benutzt, die durch den Aufenthalt bei Sommertem).c- 
ratur 1—3 Monate lang abgeschwiacht worden waren. Ein Tei 
derselben wurde ohne weiteres gepriift, das tbrige wurde 
vorher noch durch eine halbe Stunde bei 64—65° abgeschwiiclit. 
Der Kontakt mit den Keimen dauerte von 8 Stunden bis 2 Tage 
bel 16—18°, wobei starke Serumdosen angewendet wurden. 
Nach erfolgtem Waschen wurden zweierlei Priifungen zur Zeit- 
stellung der Phagocytose vorgenommen: bei der einen wurde 
aktives opsoninhaltiges Serum, bei der anderen aber nur Koch- 
salzldsung hinzugesetzt, um festzustellen, ob die abgeschwiichten 
Keime allein noch einige Tiitigkeit aufzuweisen vermochten. 

Aus allen Priifungen ging hervor, dai selbst nach der 
EKinwirkung der Wiirme ein Rest der opsonischen Tatigkeit 
noch vorhanden ist, die infolge des langeren Kontaktes zur 
Geltung kommt. Jedenfalls vermag das frische opsonische 
Serum noch immer von diesen Bakterien fixiert zu werden, 
denen es eine Fiihigkeit zur Phagocytose verleiht, welche der- 
jenigen bei normalen Keimen nachweisbaren gleichkommt oder 
dieselbe gar tibersteigt. Sei es nun kraft dieser etwas schwierigen 
Bildung typischer Opsonoide, oder infolge einer Verdriingung 
der mit geringerer Aviditét verankerten Opsonoide, Tatsache 
ist, dafi es unter den gegebenen Verhiiltnissen nicht mdglich 
gewesen ist, diese Form der celluliren Stomose nachzuweiseu. 


0. Beschaffenheit der chemotropinogenen Bestandteile des 
Bakteriums. 


Die Feststellung der Beschaffenheit und der Eigenschatten 
desjenigen unter den Bestandteilen der Bakterienzelle, welcher 
zur Erzeugung des Chemotropins dient, ist vor allem insolern 
interessant, als sie zur Losung einer grundlegenden Frage iiber 
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das Wesen des Chemotropins beitrégt. Wir diirfen namlich 
das Chemotropin nicht einfach als das direkte Erzeugnis der 
Verbindung zwischen der opsonophilen Substanz des Bak- 
terlums und dem Serumopsonin ansehen, sondern wir miissen 
mit der Moglichkeit rechnen, daf dasselbe auch dem Auftreten 
eines dritten, selbstindigen Bestandteiles zuzuschreiben sein 
kinnte, welch letzterer auf indirektem Wege infolge der op- 
sonischen Wirkung von der Zelle freigegeben wird, niimlich 
wie das Himoglobin nach der Verbindung des Hiimolysins 
mit dem im Stroma befindlichen Receptor frei wird. 

Trachten wir zuniachst zu bestimmen, ob diese opsonophilen 
Bestandteile von dem Bakterium losgelOst werden kOnnen und 
unter welchen Umstiinden sie frei in der Fliissigkeit zu_ er- 
halten sind. Der Anhaltspunkt zum Nachweise dieser Elemente 
ist deren spezifische Tiitigkeit, das Opsonin zu neutralisieren, 
so daB die zu prifende Fliissigkeit die Fihigkeit verliert, die 
in Bertthrung gebrachten Keime fiir die Phagocytose zu_prii- 
parieren. Ich habe die Priifung an Pneumococcenkulturen, die 
im Kaninchenserum oder in einer Mischung von Bouillon und 
Blut angelegt worden waren, in der Weise vorgenommen, dal} 
ich den fliissigen Teil durch Filtration mittels Tonfilter ab- 
sonderte und denselben mit der gleichen Menge opsoninhaltigen 
Serums mischte. Da aus den friiheren Versuchen hervorging, 
dai der Keim infolge des Waschens seine Sensibilisierung ein- 
biiBt, so wurde bei diesem Versuche die Mischung von Serum 
mit in der Reaktion begriffenem Filtrat nicht entfernt. Priifung 
mit dem Filtrat der Kultur in Kaninchenserum. 


Priifung der frisch hergestellten Mischung: 


Serum 1:5 in Kochsalzlésung verdiinnt — 32 
» 1:5 » Kaulturfiltrat > — 49, 
Priifung der Mischung nach 15 Stunden: 
Serum mit Kochsaizlésung verdiinnt — zahllos 
> >» Kulturfiltrat > — 8. 


Aus dem Versuche geht hervor, dab in der Fliissigkeit 
der gewOhnlichen Kulturen ein Bestandteil aufgelost ist, welchem 
die Fihigkeit zukommt, das Opsonin zu neutralisieren; nur 
kommt diese Wirkung erst nach einem mehrsttindigen Kontakte 
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mit dem Serum zur Geltung, was anscheinend dafiir zeugt, das 
die opsonophilen Substanzen bei ihrer Trennung vom Bakteriuiy 
etwas von ihrer Aviditét einbiiBen. Daf ferner in der ersten 
Periode des Kontaktes die Phagocytose trotz des zugesetzten 
Filtrates in intensiver Weise auftritt, bestatigt die Unsehiid- 
lichkeit dieses opsonophilen Materials den Leukocyten gegen- 
liber, und begegnet dem Einwande, daf die in der folgenden 
Periode auftretende Hemmung auf diesen Umstand zuriickzu- 
fiihren sei. 

Aus diesem Versuche geht jedoch noch nicht hervor, ob 
die auf die Leukocyten ausgeiibte Wirkung dem Produkte der 
Neutralisierung des Opsonins zuzuschreiben ist. Wir kénnen 
jedoch mittels Kapillarr6hrchen untersuchen, welches Vermégen 
der Mischung nach erfolgter Reaktion zukommt. 


Serum allein Tiefe: 2,2 mm, Dichte: sparlich 
Filtrat >» >» 3d » > > 
Beide miteinander vermengt » 4,6 » > dicht. 


Ks ist damit nachgewiesen, dafi die Verbindung der opso- 
nophilen Bestandteile mit dem Opsonin selbst die chemotropische 
Substanz darstellt. Freilich fehlt diesem Nachweis eine volle 
Beweiskriiftigkeit, da die Kulturfliissigkeit schon selbst eine 
betrichtliche chemotaktische Tatigkeit aufweist, die zwar bei 
den Serumkulturen am deutlichsten hervortritt, jedoch auch bei 
Bouillonblutkulturen erkennbar ist. Solche Kulturfliissigkeiten 
sind infolge ihrer urspriinglichen Beschaffenheit und der darin 
erfolgenden Reaktionen sehr komplexer Natur; tiberdies mu) 
ein Teil des in denselben vorhandenen Chemotropins ohne 
Zweifel auf die Mitwirkung der physiologischen Opsonine zuriick- 
gefiihrt werden, die sich in dem zur Beférderung der Kultur 
hinzugesetzten Blute befinden. 

Es muf hierzu hervorgehoben werden, dafi das _frische 
opsonische Serum selbst ein héchst geringes chemotaktisches 
Vermogen aufweist: trotzdem findet man Sera, bei welchen 
dieses Vermigen ziemlich stark ist, sei es, daB Uberbleibse! 
des durch die Wirkung des im Impfstoff enthaltenen Antigens 
gebildeten Chemotropins in demselben vorhanden sind, sei es, 
dal} Elemente von anderer Beschaffenheit zufalligerweise au!- 
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‘reten, am wahrscheinlichsten sekundiére Antigene (Metantigene) 
yon den durch die Impfstoffe modifizierten Geweben geliefert. 


Uber das urspriingliche und das durch Kombination  hervor- 


gestellte Chemotropin. 

Um die Versuche mit mdéglichst reinem Bakterienextrakt 
anzustellen, wurde der Bodensatz von Bouillonblutkulturen an- 
cewendet, den man zunachst durch Waschen von allem Kultur- 
material reinigte, dann bei der einen Priifung in Kochsalzlésung, 
bei der anderen in destilliertem Wasser, in einer Menge, die 
etwa das vierfache Volumen des Niederschlages darstellte, auf- 
-chwemmte. Die Aufschwemmung blieb durch 5 Tage, unter 
hiiufigem Schiitteln, im Thermostaten. Wé&ahrend dieser Zeit 
schwillt die in dem Rohrchen mit destilliertem Wasser befind- 
liche Bakterienmasse an und fallt langsam zu Boden, worauf 
die Fliissigkeit eine gelbliche Farbe aufweist: in dem anderen 
RoOhrehen tritt keine sichtliche Verdanderung auf. 

Die Priifung wird in der Weise vorgenommen, daf} man 
nach genau ausgefiihrter Abzentrifugierung die Fliissigkeiten 
abpipettiert und das mit destilliertem Wasser bereitete Extrakt 
durch Zusatz einer konzentrierten Kochsalzlosung isotonisch 
macht; ferner wird die Sterilitaét gepriift, die, wie bekannt, in auf 
kiinstlichem Nahrboden kultivierten Pneumococcen im Laufe von 
3—)d Tagen sich spontan herstellt, worauf opsoniches Serum 
in gleicher Menge zugetan wird. 

Kapillarrohrchen mit in Kochsalzlosung bereitetem Extrakt: 


Serum allein Tiefe: 0,3 mm, Dichte: sehr sparlich 
Extrakt allein >» 3 > > > > 
Mischung der beiden » 2,2 » > dicht. 


Kapillarrdhrchen mit in destilliertem Wasser bereitetem 
Extrakt. 


Serum allein Tiefe: 0,2 mm, Dichte: sehr sparlich 
Extrakt allein >» 23 » > sparlich 
Mischung der beiden >» 1,6 » > > 


Die Extraktion mit der Kochsalzlésung gibt in der Tat ein 
Prinzip ab, welches, mit dem Serum in Verbindung gebracht, eine 
viel ausgesprochenere chemotropische Wirkung austibt. Auch 


11° 
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hier ist jedoch das Extrakt schon selbst mit einem betrachtlichey 
chemotaktischen Vermdgen ausgestattet; entweder, weil das 
andere, das urspriingliche Chemotropin zum Teile noch }yej- 
gemischt ist, oder weil der Umstand, daf die Mitwirkung des 
Serums in dem Kulturmaterial beseitigt wurde, es nicht hindert. 
daf} das Extrakt nach subkutaner Injektion, von jedem weiterey 
Zusatz abgesehen, chemotropische Substanz erzeugt, indem es 
am Ende des KapillarrOhrchens mit den Korpersiaften sich mischit 
Demnach ist es an der Hand dieses Verfahrens nicht méglicl). 
ein allein inaktives chemotropinerzeugendes Prinzip als solches 
nachzuweisen. 

Unerwartet scheint auf den ersten Blick das Resultat. 
das man unter Anwendung von in destilliertem Wasser })e- 
reitetem Extrakte erzielt. Dasselbe besitzt schon allein ei 
betriichtliches chemotropisches Vermédgen, welches hoher is! 
als bei dem mittels Kochsalzl6sung gewonnenen Extrakte. Das 
Interessante dabei ist aber, da die Beimengung von opso- 
nischem Serum dieses urspriingliche Vermogen nicht erholit. 
sondern vielmehr um die Hiilfte verringert, nicht anders, als 
hiitte das hinzugesetzte Serum nur einfach als ein Verdiinnung:- 
mittel gewirkt. Es bilden sich also aus dem Bakterium zweierle: 
Chemotropine, das durch die Kombinierung der opsonophilen 
Substanz mit dem Serum entstehende, und das urspriinglicle. 
ohne Mitwirkung des Serums vorkommende Chemotropin. 

Diese zweite Form von Chemotropin tragt zur Aufkliirung 
einer Ofters besprochenen Frage in der Opsoninlehre bedeutei! 
bei: es ist das die Frage nach der spontanen Phagocytoze. 
Bekanntlich gibt es eine Anzahl Keime, die nach Wright de! 
Gruppe der Diphtherie- und der Xerosebakterien angehoren. 
welche von den Leukocyten, gleichviel ob Serum zugeset4! 
wird oder nicht, phagocytiert werden. Ferner hat ‘Lohlein 
nachgewiesen, daf Bakterien, wenn man nur die dazu erforder- 
liche Zeit abwartet, selbst unter einfacher Anwendung vol 
Kochsalzlésung phagocytiert werden; dieser Forscher fiihrt \e'- 
gleichungsproben mit aktiver Sera an, aus welchen hervi'- 
geht, dab, wenn das Serum in den ersten Phasen des Kontakte- 
im Vorteile zu sein scheint, dagegen in den spateren Period:n. 
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z. B. beim Kolibakterium nach 45 Minuten, der Index im Serum 
and im Wasser auf gleicher Hohe stehen. 

LOhlein nimmt das Vorhandensein eines mit opsonischem 
Vermégen ausgestatteten, in den Leukocyten enthaltenen Be- 
standteiles an, welchen die Leukocyten im Laufe der Probe 
nach und nach abgeben. Diese Vermutung mag wohl begriindet 
<¢in, da man wirklich sieht, dag der Keim, welcher in der 
ersten Periode aufgenommen wird, und dessen opsonophile 
Zone, wie wir wissen, zum Teil noch erhalten ist, zuletzt 
innerhalb der Leukocyten eine vollstandige AuflOsung erfiahrt. 
Dennoch ist uns heutzutage eine direktere Erklirung mdglich, 
nimlich die allmiihliche Diffusion dieses im Bakterium vorge- 
bildeten Chemotropins. 

Spiter werden einmal wahrscheinlich die Beziehungen 
zwischen beiden Produkten aufgeklirt werden; ihre Mannig- 
faltigkeit darf uns nicht tiberraschen, da ja bekannt ist, wie 
viele physikalische und chemische Agenten die chemotaktische 
Tiitigkeit zu entwickeln imstande sind, und zwar vielleicht 
infolge der verschiedenen Empfindlichkeit und der verschie- 
denen physiologischen Bediirfnisse des kleinen, hierbei beein- 
‘lubten Organismus. Bei den uns vorliegenden Abarten be- 
merken wir eine wesentliche Verschiedenheit: wiahrend namlich 
die opsonischen Chemotropine als die Erzeugnisse spezifischer 
Reaktionen auftreten, weisen die vorgebildeten Chemotropine 
einen allgemeinen Charakter auf. 

In bezug auf die Hervorrufung der phagocytaéren Wirkung 
ist dieser allgemeine Charakter allen Chemotropinsorten, ein- 
mal gebildeten, gemein. Hier schlieft sich die Frage der hyper- 
leukocytéren Therapie und der Polyvaccination an; welcher Aus- 
dehnung diese nicht spezifische Form der Schutzimpfung fahig 
ist, kénnte ich in ausgezeichnetem Umfang schon zeigen, indem 
ich eben Produkte des Pneumococcus auf natiirlichen Medien 
benutzte; wir wollen spiter die Frage weiter erOrtern durch die 
beobachtung der Wirkungen des Chemotropins auf den leben- 
digen Organismus. 

In diesem Kombinationschemotropin kOnnte man die 
Metschnikoffs-Stimuline erkennen; aber in einer unter der 
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Leitung dieses Forschers ausgefiihrten Arbeit spricht Slees- 
wijk, nur in hypothetischer Weise, die Meinung aus, dal das 
Opsonin aus zwei Elementen zusammengesetzt sel, von dene 
das eine auf den Keim, das andere auf den Leukocyt seine 
Wirkung ausiibt. 


8. Absorption des Chemotropins von seiten der Leukocyten. 


Das Chemotropin, das Hauptreagens auf dem Gebiete der 
folgenden Untersuchungen, wurde mit frisch aus dem Tiere ge- 
wonnenem antipneumonischen Serum hergestellt, welches mit 
dem fiinffachen Volumen Bakterienbodensatz vermengt und durch 
45—60 Minuten unter haufigem Schiitteln im Brutschrank er- 
halten wurde. Diese Methode kann einige Vervollkommnung 
erfahren, und zwar sowohl durch Berticksichtigung des Ver- 
moégens des angewandten Serums, als durch die Wahl des bakte- 
riellen reagierenden Materials. Durch solche Mafbregeln wird 
einzelnen in der Wirksamkeit des hervorgebrachten Produktes 
auftretenden Unregelmibigkeiten vorgebeugt. 

Um die zu solchen Priifungen absolut erforderliche Steri- 
lisierung zu erzielen, wurde die Filtrierung durch pordse Ton- 
filter und die halbstiindige Sterilisierung durch Erhitzung aut 
58° versuchsweise angewendet; und zwar wurde letztere zweck- 
Vergleichung der Resultate auch an der filtrierten Fliissigkeit 


vorgenommen. 
Natiirliches Filtrat Tiefe: 5,0 mm, Dichte: sehr stark 
Filtrat bei 58° » 32 » » stark. 


Die mittels Tonfilter ausgefiihrte Filtrierung liefert also 
ein gutes Chemotropin; die mafige Erwérmung setzt sein Ver- 
moégen ungefiihr um die Hialfte herab. Wright hatte diesbe- 
ziiglich bemerkt, daf die Temperatur von 60° auf das normale 
Opsonin allein im Gegensatze zu dem Immunopsonin zerstérend 
wirkt, wihrend eine soleche Wirkung auf die Verbindung de: 
Opsonins mit dem Bakterium nicht ausgeiibt wird. Wie es 11 
der Tat nachgewiesen wurde, dab diese Temperatur den Immun- 
opsoninen gegeniiber nicht harmlos ist, so ergibt sich nun auch, 
dafi dies ebenfalls bei dem Produkt ihrer Kombinierung der 


Fall ist. 
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Bisher wurde die Rolle des Bakteriums bei der Phago- 
cytose erortert. Was nun die Leukocyten anbelangt, miissen 
wir uns zunichst die Frage stellen, ob die Reizwirkung, welche 
das Chemotropin auf die Leukocyten ausiibt, dem allgemeinen 
Prinzip des Verbrauches der Substanz und der daraus hervor- 
gehenden Abnahme in der Fliissigkeit gehorcht. 

Es wird eine Mischung von 1,0 ccm Chemotropin und 
0.5 cem von der Fliissigkeit befreiten Leukocyten hergestellt, 
die man 5 Stunden lang im Ofen stehen libt, wihrend der 
Rest durch 48 Stunden der Zimmertemperatur ausgesetzt wird, 
worauf man die abzentrifugierte Fliissigkeit priift. 

Natiirliches Chemotropin Tiefe: 5,4 mm, Dichte: stark 
Erschipftes > » 28 » o mafig. 

Die Wirkung des Chemotropins auf die Leukocyten hingt 
demnach mit der Absorption desselben zusammen. Aus meh- 
reren Griinden bleibt es ausgeschlossen, dai die nach dem 
Kontakte auftretende Verringerung dem Vorhandensein von 
hemmenden Substanzen, die von den Leukocyten selbst hervor- 
gebracht werden, zuzuschreiben sei; in der Kochsalzlosung 
treten solche nicht auf, und in den Kapillarréhrchen gestatten 
die zuerst eingedrungenen Leukocyten ein immer tieferes Kin- 
dringen. 


9. Hemmung dev Leukocyten durch Sittigung. 


Es ist bekannt, dafi die Phagocytose mit dem allgemeinen 
Ernaihrungsprozesse in engem Zusammenhange steht. Ob nun 
das Chemotropin ein Reizmittel zur Aufsuchung des passenden 
Nahrungsstoffes bildet, oder ob es selbst ein Nahrungsstoff ist, 
es ist jedenfalls interessant zu erforschen, wie die Leukocyten 
nach fortgesetzter Absorption sich schlieBlich verhalten. 

Man vermengt 0,25 ccm konzentriertes Chemotropin mit 
0,05 Leukocyten und lait die Rohrchen durch immer linger 
werdende Zeitriume im Ofen stehen. Am Schlusse jeder dieser 
Perioden werden die Leukocyten des einen Rohrchens durch 
wiederholtes Waschen von dem Chemotropin befreit, aus dem 
anderen Rodhrchen dagegen wird das Chemotropin nicht ent- 
fernt; man priift das phagocytiére Vermégen der beiden, indem 
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man eine gleiche Dosis von opsonischem Serum und von Bak- 
terien hinzusetzt und beide durch Hinzufiigen von Kochsalz- 
l6sung auf das gleiche Volumen bringt. Die zur Kontrolle 
dienenden Leukocyten bleiben eine gleiche Zeitperiode hindurch 
in normalem Kaninchenserum, in einzelnen Priifungen vergleichs- 
weise in Kochsalzlosung. Bei der nach 24stiindigem Kontakt 
vorgenommenen Priifung wird ein Teil wahrend der Nacht der 
Zimmertemperatur bei 25° ausgesetzt. 


Unmittelbare Priifung bei Gegenwart des Chemotropins — Index 15 


’ > mit Normalserum >» 52 
ee { nach Entfernung des Chemotropins » 66 
\ bei Gegenwart > > » 9 

» 3 > mit Normalserum » 48 

» £ > » Kochsalzlésung > 37 
ry ; f nach Entfernung des Chemotropins >» 7 

7 \ bei Gegenwart > > » 3 

>» 24 > mit Normalserum >» 4) 

» 24 , » Kochsalzlésung >» 13 


Bei den unter Entfernung des Chemotropins in der ersten 
Periode vorgenommenen Prifungen erscheint der Leukocyt nicht 
beeinflubt, ja seine Titigkeit erscheint bei der Vergleichung mit 
der im Serum aufgeschwemmten Kontrolle erh6ht. Spater sind 
seine phagocytiiren Eigenschaften betrachtlich verringert: dem 
allgemeinen Gesetze gemab tritt der absorbierten Substanz gegen- 
liber die Sattigung auf. 

Das Auftreten und die Intensitéat der Erscheinung hiingen 
auch mit der Konzentration des Chemotropins, wohl aber auch 
mit Uberresten von bei dem Herstellungsprozesse frei geblie- 
benem Opsonin zusammen. In anderen Fiillen, bei Seren von 
Schafen und Hunden, scheint das Auftreten von toxischen Sub- 
stanzen mitzuspielen, es wurde niimlich durch diese Sera selbst 
die endotoxische Zone des Pneumococcus angegriffen. 

Wir werden bald die Bedeutung der Versuche besprechen, 
bei welchen das Chemotropin wihrend der Priifung der Pha- 
gocytose nicht entfernt war. Inzwischen miissen wir hervorheben, 
dafi die Leukocyten infolge des Aufenthalts in Kochsalzlosung 
eine starke Herabsetzung ihrer Tiatigkeit erfahren, sodaf diese 
Lésung nicht, wie einzelne Forscher betont hatten, als eine 
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sleichzeitige Kontrollfliissigkeit anzusehen ist. Diese Veriinde- 
rung geht auch aus dem Umstande hervor, daf die unter An- 
wendung der Kochsalzlésung allein ausgefiihrten Priifungen der 
Phagocytose, wegen der verringerten Farbbarkeit, sehr unbe- 
stimmte Praparate liefern. 

DaB es sich bei der Hemmung der Leukocyten nur um 
ein zeitweiliges Hindernis handelt, nicht aber um eine eigent- 
liche toxische Wirkung, wird durch mehrere Tatsachen be- 
wiesen. Unter dem Mikroskop weisen diese Leukocyten nach 
lingere Zeit fortgesetztem Kontakt mit Chemotropin eine ganz 
normale Struktur auf, und zwar selbst zu einer Zeit, da die 
unter denselben befindlichen Erythrocyten, wie im Hundeblut, 
infolge der Lysis fast génzlich verschwunden sind. 

Der absolut entscheidende Beweis kann auf biologischem 
Wege erlangt werden, némlich dadurch, daS man erforscht, 
ob die funktionelle Tatigkeit durch die Ruhe hergestellt werden 
kann. Die nach den letzten Angaben der vorhergehenden Ta- 
belle inaktiv erscheinenden Leukocyten werden zuerst gewaschen, 
dann in frischem, normalem Kaninchenserum, durch Zeitperioden 
von verschiedener Dauer im Brutschrank gelassen, hernach 
zur Anstellung der Wrightschen Probe mit Leukocyten ver- 
mengt, die durch einen gleichen Zeitraum im Kontakte mit 
Normalserum geblieben sind. 


- ‘ | j ac 2 4 >, c F 3 4 YQ 
Durch 4 Stunden gesittigt: mit Chemotropin nach 20’ 6, nach 30 


! i sewaschen >» 20 8, » 30% 56 
unmittelbare Prifung — | Kontrolle > 20° 44, » 30°63 
Durch 20 Stunden gesiattigt; 3 Stunden — 58 
. na gy ok > (18 bei Zimmertemperatur) 110 
wiederhergestellt wahrend | vor der Wiederherstellung 12 


Die funktionelle Wiederherstellung der gehemmten Leu- 
kocyten ist demnach, nach einiger Zeit der Ruhe, eine voll- 
stindige. Die erforderliche Zeit ist betrachtlich, wenn die 
Siittigung eine hohe Stufe erreicht hatte; bei niedrigeren Stufen 
ist nur wahrend der ersten Periode der Wrightschen Probe 
eine gewisse Triigheit bemerkbar, wird aber die Probe ver- 
lingert, so steigt die Tiatigkeit wieder schnell beinahe auf die 
Hohe der Wirksamkeit normaler Leukocyten. 
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Gelegentlich dieses Inaktivierungsverfahrens muB erwiihnt 
werden, dafi wir bei der mehrmals vorgenommenen Gewinnung 
von Leukocyten mittels Aleuronat aus der Pleura- und Peri- 
tonealhohle stets bemerkt haben, dal die Aktivitaét dieser Leu- 
kocyten unregelmiibige Schwankungen erfuhr, und daB in ein- 
zelnen Fiillen die alteren Leukocyten aktiver waren, als die 
frisch gewonnenen. Diese Erscheinung mag wohl auch in diesem 
Falle mit der Sittigung zusammenhangen, die infolge der Ab- 
sorption des als ein Chemotropin wirkenden Aleuronats auftritt. 

Kine Anzahl von meinen Versuchen waren ferner darauf 
gerichtet, zu erforschen, ob die vorhergehende Absorption yon 
Chemotropin von seiten der Leukocyten die Empfindlichkeit 
derselben fiir die folgenden Priifungen in irgend welchem Mabe 
regelmibig modifiziert; die Ergebnisse waren aber nicht ganz 
miteinander im Einklang, und zwar namentlich weil infolge der 
ziemlich langen Dauer der Versuche spontane Schwankungen 
in der Tiitigkeit der angewendeten Leukocyten auftreten. 
Giinstigere Verhiiltnisse wird man bei der Priifung des Chemo- 
tropins an dem lebenden Organismus haben; es wird dann also 
moglich werden, festzustellen, ob die rascher erfolgende Gegen- 
wirkung einem neuen pathogenen Material gegeniiber, der wir 
bei schon einmal immunisierten Individuen begegnen, auf eine 
Anpassung der Leukocyten in dem von Metschnikoff aufge- 
fiihrten Sinne, oder auf deren Stomose gegen die paralysierenden 
Toxine, oder aber auf die schnellere Organisierung der Schuiz- 
vorrichtungen von seiten der Safte zuriickzufiihren ist. 

Das bisher iiber das Verhalten der Leukocyten dem Che- 
motropin gegentiber Eroérterte fiihrt eher zur Annahme, dai 
diese Substanz eine den Nahrungsstoffen nahestehende Ver- 
bindung ist. Was aus den Nahrungsstoffen wird, nachdem sie 
durch die Magen- und Darmschleimhaut durchgedrungen sind, 
ist uns voOllig unbekannt. Die an Hand der vorliegenden Be- 
obachtungen erzielten Resultate scheinen uns zu einer Erklarung 
behilflich zu sein, wenn wir bedenken, da’ wir in den Opso- 
ninen Verbindungen vor uns haben, die im Normalblut ver- 
breitet sind, und dai die Verdauung eben von Leukocytose 
begleitet wird. In der Bestrebung, die durch die Immunitits- 
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lehre festgestellten Prinzipien ftr die allgemeine Biologie zu 
verwerten, haben wir es nun unternommen, die gleichen An- 
schauungen und die gleichen Verfahren wie bei dem Studium 
des bakteriellen Chemotropins auch bei der Beobachtung der 
verschiedenen Gruppen der Nahrungsprodukte anzuwenden. 

Vorlaufig wollen wir nur auf die Bedeutung hinweisen, 
die die bisher erzielten Resultate auch fiir die allgemeinen 
Immunitaétstheorien besitzen. Zur Ergiinzung der Lehre von der 
Stomose in bezug auf die cellulare Immunitiit habe ich fiir 
die Produktion der Immunsubstanz der Safte das Prinzip zu- 
srunde gelegt, dafi es sich hier nicht etwa um eine Beteiligung 
und Entfernung der Rezeptoren der Gewebezelle handelt, son- 
dern um eine Arbeitshyperplasie bestimmter Komplexe des 
Blutplasmas, welche die physiologische Rolle chemischer Triiger 
(Translatoren) der Elemente des inneren Stoffwechsels spielen, 
das heiBt, daB sie mit den letzteren mehr oder weniger enge 
Verbindungen bilden, welche entweder gelést werden kiénnen, wie 
das bei Hamoglobin dem QO, gegeniiber der Fall ist, oder fest 
werden, wie bei dem neutralisierten AntikOrper, in welchem 
Falle diese Komplexe, dem Grundprinzip der Stomose ent- 
sprechend, als solche verloren gehen. 

Das Blutplasma soll nach den durch die biologischen Ar- 
beiten der neuen Richtung gewonnenen Anschauungen nicht 
etwa als eine sich passiv verhaltende, nur auf mechanischem 
Wege beférderte Mischung von Nahrungsstoffen, sondern viel- 
mehr wesentlich als ein Plasma von cellulaérer Beschaffenheit 
wie eine riesige AmObe betrachtet werden, welchem biologisch- 
chemische Funktionen zufallen, insofern es an der Anordnung 
und teils an der Bearbeitung des zwischen den einzelnen cellu- 
liren Gebieten bestehenden Verkehrs aktiv teilnimmt, wihrend 
es beztiglich seines Entstehens von den himatopoietischen Or- 
ganen abhiingt. Was die Immunitat betrifft, geht in der Tat 
aus den gegenwirtigen Forschungen immer deutlicher hervor, 
dab die Erzeugung der Antikérper als eine ausschliefliche 
Funktion des Blutes anzusehen ist. 

Nun geht aus unseren Untersuchungen eben hervor, daf 
die im Blute befindlichen Opsonine als kombinierende Triiger 
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wirksam sind, indem sie die opsonophile Substanz, die allein 
dieses Ubertrittes nicht fihig sein wiirde, in das Innere der 
Leukocyten befordern. Daf ferner gleichzeitig Substanzen yor- 
handen sind, welche auch ohne diese Mitwirkung in die Leuko- 
cyten dringen, nimlich die tirspriinglichen Chemotropine, mag 
zur Erlauterung des Prinzips fiihren, welches einer bestimmten 
Substanz den Charakter eines Antigens verleiht oder abspricht, 
je nachdem sie translatorfahig im Blutplasma ist oder nicht. 
Eine soleche Erkliirung in der Fahigkeit zu suchen, eigentliche 
spezifische Verbindungen mit den Geweberezeptoren einzugehen 
oder nicht, scheint nicht zutreffend zu sein, da solche Ver- 
bindungen, vielerlei Proben zufolge, in der ausgesprochensten 
Weise bei den berden Kategorien auftreten. 


10. Hemmung der Leukocyten durch Desorientierung. 


Aus der schon im vorigen Kapitel benutzten Tabelle ist 
ersichtlich, dafi die Phagocytose auch in der ersten Periode 
noch eine Hemmung erfihrt, welche auf die Gegenwart des 
zur phagocytiren Priifung hinzugefiigten Chemotropins zuriick- 
zufiihren ist, denn die gewaschenen Leukocyten nehmen ihre 
friihere Empfindlichkeit wieder an, weil sie die zur Inaktivierung 
durch Siittigung erforderliche Menge von Chemotropin noc 
nicht aufgenommen haben. 

Diese Erscheinung laBt sich leicht erkliiren, faBt man nur 
den Mechanismus des Zustandekommens der Chemotaxis recht ins 
Auge, welcher auf der verschiedenen Konzentration des aktiven 
Prinzips in der Umgebung des beweglichen Lebewesens beruttt. 
Wird dem sich um das Bakterium herum gebildeten Chemo- 
tropin noch anderes Chemotropin kiinstlich beigefiigt,' so wird 
diese Verschiedenheit in der Konzentration verringert und das 
indifferente Gleichgewicht beinahe erreicht. So liébt z. B. ein 
Zusatz von 10°/o Chemotropin zu den schon bestehenden Kon- 
zentrationen von 1°/o um den Leukocyt und 10°/o um das 
Bakterium, die Differenz von !/10 auf fast 1/2 sinken. Die Leuko- 
eyten, die so von allen Seiten gereizt werden, miissen des- 
orientiert erscheinen. Dennoch besteht eine gewisse Differenz 
noch immer, und daher bei stark opsonischen Seren und sehr 
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empfindlichen Leukocyten, wie es bei Hundeserum der Fall 
war, wird diese Hemmung eine immer weniger ausgesprochene. 

Es ist ziemlich schwer, diese Hemmung der Phagocytose 
auf den beiden hier angefiihrten Wegen, dem Siittigungs- und 
Nesorientierungsverfahren, innerhalb des Organismus hervorzu- 
rufen, da es hierzu erforderlich ist, daB sehr stark konzentrierte 
Reagenzien mitwirken und dafi die reagierende Masse sich wenig 
erneuert. Giinstigere Verhaltnisse scheinen bei den Exsudaten 
vorzuliegen, womit wir zu einer weiteren Kategorie von Sub- 
stanzen libergehen, die ebenfalls neuerdings nachgewiesen wurden 
und mit den Opsoninen in Beziehung stehen, némlich zu den 
Bailschen Aggressinen. 

Der Kernpunkt des von diesem Forscher verfochtenen 
Prinzips liegt nicht in dem schon friiher, und zwar auch von 
mir an der Hand spezieller Untersuchungen beobachteten Auf- 
ireten einer vorbereitenden Wirkung, sondern darin, dali der 
cenannte Forscher die Agenten als selbstiindige Produkte in 
bezug auf die Phagocytose auffaBt und dabei besonders be- 
tont, daBi dieselben nicht toxisch sind und innerhalb des Or- 
ganismus erzeugt werden. Eine zweite Schule dagegen, an 
deren Spitze Wassermann und Citron stehen, betrachtet 
dieselben als bestandteile eines aus den Kulturen stammenden 
‘Toxins. 

Als Aggressine wurden freilich eine Menge verschiedener 
Substanzen betrachtet und angesprochen. Unsere Untersuchungen 
haben mannigfaltige Produkte, welche auf die Phagocytose 
hemmend wirken, zu unterscheiden gelehrt, welche folgender- 
maben eingeteilt werden kénnen: a) nach der Toxizitiit, in 
Substanzen, die nicht toxisch sind (Opsonin, Opsonophile, Chemo- 
tropin) und in toxische Substanzen (Endotoxin); b) nach der 
Entstehung, und zwar bakteriellen Ursprungs (opsonophile Sub- 
stanzen, Endotoxin) bezw. vom Organismus erzeugt oder sich 
am besten innerhalb desselben entwickeln (Opsonin, Chemo- 
tropin, Endotoxin, die in den Siéiften leichter lislich sind); c) nach 
dem Sitz der Wirkung, némlich auf das Bakterium (Saturation 
durch Kinbube an Rezeptoren), auf das Opsonin (Neutralisierung 
‘on seiten der opsonophilen Substanz), auf die Leukocyten 
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(Vergiftung durch Endotoxin, Hemmung infolge der Sittigung 
oder der Desorientierung); d) nach der Spezifitaét, und zwar 
bei den einen in ausgesprochener Weise (Opsonin, Opsonophile), 
bei den anderen nur in beschrénkter Weise (Chemotropin, 
Endotoxin). 

Es geht wieder aus diesen Ergebnissen hervor, daf, dank 
dem Fortschritte unserer analytischen Verfahren, selbst die 
entgegengesetztesten Ansichten, wenn sie auf streng experi- 
mentellen Grundlagen beruhen, schlieBlich alle nebeneinander 
in das weite Gebiet der biologischen Erscheinungen eingereiht 


werden kOnnen. 


Schlubbetrachtung. 


Folgendes Schema mag wohl das Verstiandnis der durch 
vorliegende Untersuchungen beziiglich des vom Pneumococcen- 
opsonin gebildeten Chemotropins festgestellten Tatsachen er- 


leichtern. 
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Die die Phagocytose beférdernde Wirkung des Opsonins 
ist auf die Entstehung einer positiv chemotropischen Substanz 
ce zuriickzufiihren, welche aus der Verbindung des Opsonins 0 
mit einem opsonophilen Komplexe e des Bakteriums hervorgeht. 

Der Pneumococcus scheint mit einer betriichtlichen An- 
zahl solcher opsonophilen Komplexe ausgestattet zu sein, welctie 
in verschiedenen aufeinanderfolgenden Phasen sich mit dem 
Qpsonin verbinden, als ob erstere eine in Schichten gelagerte 
Hiille an der Peripherie bilden wirden (s‘—s). 
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Sowohl die Verbindung des Opsonins 0 mit der opsono- 
philen Substanz e, als auch die Lésung und die Entfernung des 
erzeugten Chemotropins cw gehen mit der groften Schnelligkeit 
vor sich, so daf der gewaschene Keim die Sensibilisierung, die 
derselbe durch den friiheren Kontakt mit dem Opsonin ge- 
wonnen hatte, bald einbiibt (Grenze s). 

Die Wiederholung der Kombinierung von e mit o und der 
Entfernung des Verbindungproduktes ce fiihrt nahe zur Er- 
schépfung der opsonophilen Substanzen e (Grenz s‘); hier weist 
das Opsonin eine geringe Wirksamkeit dem Bakterium gegen- 
liber auf, und es tritt dabei die Form der celluliren Unempfind- 
lichkeit oder Stomose infolge der Einbufe an spezifischen kom- 
binierenden Komplexen auf. Dieselben Keime jedoch erfahren 
durch den Aufenthalt in Normalserum eine vollstandige Wieder- 
herstellung und weisen dem Opsonin gegeniiber eine normale 
Emptindlichkeit auf. 

Da, infolge der Abschwiichung, die Bildung echter Opso- 
noide schwerlich zustande kommt, so laBbt sich hier die andere 
Form der Stomose nicht nachweisen, welche durch die Kombi- 
nierung der opsonophilen Substanz e mit dem Opsonoid 6 unter 
Nittigung der verwandten Komplexe, aber ohne Lostrennung 
der gebildeten Verbindung 6e entsteht. 

Die Opsonophilen e trennen sich auch von selbst von dem 
Keime in der umgebenden Fliissigkeit und vermOgen dann eben- 
sogut das Opsonin o unter Erzeugung von Chemotropin @ zu 
neutralisieren, obwohl diese Neutralisierung mit geringerer Avi- 
ditit stattfindet, als von Seite der noch an dem Keime haf- 
‘enden opsonophilen Substanzen. 

Neben dem durch die Verbindung mit Opsonin entstehen- 
den Chemotropin ce scheidet der Keim noch ein priéexistieren- 
des Chemotropin k aus, das in demselben als solches priiformiert 
vorhanden war, und zwar ohne jede Mitwirkung des Opsonins; 
diese Erscheinung kann die spontane Phagocytose erkliren. 

So lassen sich im Bakterium eine déufere Zone (s‘—s), die 
‘ich als opsonophil und durchaus atoxisch erweist, und eine 
nuere Zone (t—s‘) unterscheiden, welch letztere mit toxischen 
“igenschaften ausgestattet ist (Endotoxin, welches schwerlich 
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durch die Scheidewand s‘ diffundiert) und durch eine andere Sy)})- 
stanz neutralisiert wird, die von dem Opsonin verschieden jst 
Das Opsonin erscheint demnach als ein partielles Lysin, ein Es, 
lysin, wiahrend die eigentlichen Bakteriolysine auch ein Endolysin 
enthalten sollten. 

Die phagocitire Reizwirkung, welche das Chemotropin 
auf die Leukocyten ausibt, hingt mit der Absorption und mii 
dem Verbrauch desselben zusammen. Auf eine fortgesetzte 
Absorption folgt eine Hemmung durch eine Sattigung, welche 
die Leukocyten auBberstand setzt, den opsonisierten Keimen 
gegeniiber zu reagieren: dieselben nehmen jedoch, nach einigey 
Zeit der Ruhe, ihre friihere phagocytire Titigkeit wieder auf. 

Kine weitere Form der Hemmung wird bei den Leukocyten 
durch Desorientierung hervorgerufen, wenn némlich das Chemo- 
tropin in der umgebenden Fliissigkeit stark konzentriert ist, 
wodurch die Differenz zwischen der Umgebung des Leukocyts 
und des Keims, auf der die chemotropische Wirkung beruht, 
verringert wird. 

Im Laufe der Untersuchung sind Tatsachen beobachtet 
worden, welche das Wesen der Resorption der Nahrungsstotle. 
wie auch der Aggressine, des cellularen Widerstandes der Leu- 
kocyten und der Bakterien, sowie der polyvalenten Schutz- 
impfung und die Entstehung der Immunkorper aufzukliren ge- 
eignet sein durften. 

Die Umwandlung einer an sich wenig oder gar nich 
chemotropischen Substanz in ein aktives Chemotropin kann 
zur Erkennung sowohl von Antigen, bei Gegenwart von Anti- 
korpern, als von Antikérpern, in Gegenwart von Antigen, be- 
nutzt werden, und die Grundlage zu einem neuen der Kompe- 
mentablenkung und der Pricipitinreaktion analoges Verfahren 
abgeben, welches zum Nachweis einer besonderen Kategorie 
von Immunitiitsprodukten dienen kann. 
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Uber Verbindungen von Aminosduren und Ammoniak. 
III]. Mitteilung. 
Von 


Peter Bergell und Johannes Feigl. 


(Der Redaktion zugegangen am 18. Februar 1908.) 


In einer kirzlich gegebenen Mitteilung (Diese Zeitschrift, 
bd. LIV, S. 258) beschrieben wir ausfiihrlicher die Eigenschaften 
yon Verbindungen von Aminosdéuren und Ammoniak vom Typus 
des Diglycinimids. Wer diese Mitteilung aufmerksam gelesen, 
wird erkannt haben, dafi in der Aufklirung dieser Stoffe noch 
eine wesentliche Liicke bestand, da wir vorerst iiber den Gang 
der Aufspaltung des Diglycinimids keine vollige Rechenschaft 
ceben konnten. Es wurde zwar genau nachgewilesen (S. 273), 
unter welchen Bedingungen durch alkalische Reagenzien Spal- 
tung erfolgt, und es konnte angegeben werden, daf beim stir- 
keren Angriff von Alkalien zwei der drei Stickstoffatome des 
Molekiils in Form von Ammoniak abgespalten wurden. be- 
ziiglich der Kohlenstoffatome konnte aber nur das negative 
Resultat angegeben werden, dai kein Glykokoll gebildet wird. 

Nunmehr haben wir gefunden, daf} eine zweibasische Siture 


CH, - COOH 
NHS 


NCH, - COOH 
entsteht, welche in Form ihres 8-Naphthalinsulfoderivates als 
barytsalz und als freie Siure analysiert werden konnte. Die 
Verbindung 
- a COOH 
CH, - COOH 
beschrieb Heintz (Annalen, Bd. CXXII, S. 257) bereits 1862 
als Diglykolamidsiiure. Wir identifizierten unser Derivat mit 
demjenigen einer nach Heintzs Vorschrift (Ann., Bd. CXNII, 
5. 266, und Bd. CXLV, S. 49—53) aus Monochloressigsiiure 
mit Ammoniak dargestellten Diglykolamidsiure. Die in das 
Naphthalinsulfoderivat iibergefiihrte Siiure wurde durch Schmelz- 
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punkt und Analysenwert mit dem unsrigen verglichen.!) Das 
Auftreten dieser Verbindung ist nicht tiberraschend. Schon 
in der erwéhnten friiheren Abhandlung konnten wir auf die 
Tendenz der Imidoverbindungen zur Bildung eines Ringes unter 
dem Einflusse alkalischer Reagenzien hinweisen. Der Ent- 
stehungsvorgang der Séure aus dem Diglycinimid entspricht 
vollig den Beobachtungen, welche wir dort an dem Chloracety|- 
diglycinimid machen konnten. Ein hypothetisches Zwischen- 


produkt 
Fa pa 
a as ON 
a CH.7 
d T 


welches dem Glycinanhydrid stereisomer wire, durch Abstu- 
fung der Alkaliwirkung zu fassen gelang nicht; vielmehr wird 
das Imid schnell auf- und das Ammoniak abgespalten. Doch 
wissen wir durch Bischoff (Ber., Bd. XXV, S. 2954), dai 
bestindigere Derivate dieses Piperazinkdrpers, wie das Di- 
phenyl-a-d-diacipiperazin, 

— CH, 


C,H, —_ “NN — C,H, 
\co — CH,” 


exisiieren. 

Die Bildungsmoéglichkeit des neuen Stoffes in unserem 
Sinne wird ferner illustriert durch die Angabe von Passavant 
und Erlenmeyer (Annal., Bd. CC, S. 120), daB das bei Ein- 
wirkung von Blausiure auf Aldehydammoniak auftretende Imido- 
propionitril durch Austritt von Ammoniak aus zwei anfanglich 
erzeugten Molekiilen Amidopropionitril entstanden sei. 

Die Existenz eines B-Naphthalinsulfoderivates bietet hier 
nichts Ungewohnliches, da schon an dem Beispiel der a-Pyrrolidin- 
carbonsiure (Prolin) von E. Fischer und Bergell*) gezeigt 
wurde, daB ein tertiires Wasserstoffatom mit B-Naphthalinsullo- 

') Herrn Geheimrat Thierfelder sind wir dafiir zu Dank ve: 
pflichtet, daf§ er uns 1 g eines Priparates aus der Sammlung des ae 
logischen Instituts der Universitaét Berlin zur Verfiigung stellte, welcles 


als Diglykolamidsiure NH -(CH,- COOH), bezeichnet war. 
?) Emil Fischer und Peter Bergell, Chem. Ber. 1902, Bd. XXXY, 


Seite 3783. 
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chlorid reagiert. Auch erwies Heintz, dab die Diglykolamid- 
sjjure noch basische Eigenschaften hat, wie aus der Existenz 
eines krystallisierten Hydrochlorates hervorgeht. 

Intermediire Reaktionen wie die angefiihrte erschweren 
natiirlich das Studium der Verbindungen vom Typus des Di- 
«|ycinimids wesentlich; umsomehr, als solche Zwischenreaktionen 
hereits durch relativ schwache Ejingriffe — wiisseriges Alkali 
in der Kaélte — hervorgerufen werden koénnen. 

Anderseits diirfte denjenigen synthetischen Verbindungen, 
welche aus Aminoséuren und Ammoniak, den Spaltprodukten 
der Eiweibstoffe, bestehen, ein um so groOferes physiologisches 
Interesse zukommen, je reaktionsfiahiger und labiler im obigen 
Sinne sich diese Stoffe erweisen. 

Experimenteller Teil. 

1 g salzsaures Diglycinimid wurde mit verdiinnter Natron- 
lauge gekocht, bis kein Ammoniak mehr entweicht, was nach 
ungefaihr halbstiindigem Destillieren der Fall ist. Die aufge- 
fangene Ammoniakmenge entspricht fast genau zwei Molekiilen. 
Es wird neutralisiert und nunmehr die Lésung in gewohnter 
Weise (Chem. Ber, Bd. XXXV, S. 3780, E. Fischer und 
P. Bergell, Naphthalinsulfoderivate der Aminosiiuren) der Re- 
aktion mit B-Naphthalinsulfochlorid unterworfen. Der Reaktions- 
verlauf, gekennzeichnet durch den Alkaliverbrauch, entspricht 
den Vorgiingen beim Glykokoll. Nach beendeter Schiittelreaktion 
wird die klare wisserige Losung abgetrennt. Beim Anséuern 
fallt ein weifer Niederschlag, der sofort fest und krystallin 
ist. Erhalten wurden 1,3 g Substanz. Theoretische Ausbeute 
1,9 g. Die neue Verbindung léste sich in zwei Molekiile ",1-NaOQH 
und wird durch Zusatz von Salzsiure wieder gefiillt. Sie ist 
krystallwasserfrei und schmolz im KapillarrOhrchen erhitzt zu- 
nichst bei 224—225° (unkorr.). In kaltem Wasser ist sie sehr 
schwer léslich, aus heifem Wasser und verdiinntem Alkohol 
lat sie sich umkrystallisieren. Der Stickstoffgehalt entsprach 
der Formel C,,H,,0,NS (Molekulargewicht 323,2). Zur Analyse 
wurde die Substanz bei 110° getrocknet. 


0,2186 g Substanz gaben 8,0 ccm N (16°; 768 mm) == 4,42°/o N 
Berechnet = 4,34°)0 >» 
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Die Siure wurde nunmehr durch Lésen in der gerade 
notwendigen Menge wisserigen Ammoniaks und Fiillung mi 
BaCl, in das Barytsalz verwandelt. Dasselbe ist auch in heifem 
Wasser und heifiem verdiinnten Alkohol recht schwer léslich. 
Die Analyse des getrockneten krystallwasserfreien Salzes erga), 
befriedigende Werte. 

0,2000 g Substanz gaben 0,0990 g BaSO, = 29,10°/o Ba 

serechnet fiir C,,H,,O,NSBa (Mol. 458,62) = 29,97°%o » 

Zur Kontrolle wurde nochmals das Baryumsalz des p- 
Naphthalinsulfoglycins analysiert und die einbasische Natur dieses 
Stoffes erwiesen. 

0.2000 g reines B-Naphthalinsulfoglycinbaryum gaben 0,0680 g BaSO, 
= 19,97%Jo Ba 
Berechnet auf (C,,H,SO, - NH - CH, - COO),Ba (Mol. 665,78) = 20,64°/o Ba. 

Das Baryumsalz wurde nunmehr durch Behandeln mit 
HCl wieder in die freie B-Naphthalinsulfodiglykolamidsaure tiber- 
gefiihrt und diese nochmals aus sehr verdiinntem Alkohol um- 
krystallisiert. Der Schmelzpunkt stieg auf 230° (unkorr.). 

Zur Analyse wurde die Substanz bei 100° getrocknet. 

0.1885 g Substanz gaben 0,3605 g CO, und 0,0717 g H,O 

Gefunden: C = 852,16°;0 H = 4,25°/o 
Bereehnet: » = 51,98°/o » = 4,05°/o 

Die zum Vergleich angewandte Diglykolamidsaure zeigte 
den von Heintz angegebenen Schmelzpunkt und Krystallform. 
Sie gab mit B-Naphthalinsulfochlorid einen bei 227—228 ° schmel- 
zenden Korper, der sich mit dem oben beschriebenen identisch 
erwies. 

Zur Analyse wurde die Substanz bei 100° getrocknet. 

01911 g Substanz gaben 0,3644 g CO, und 0,0723 g H,O 


0.2024 » > >» 0.1430 » BaSO, nach Carius 
OAYRS » > >» 7,3 ecm N (17°; 769 mm) 
Gefunden: C = 52,01°/o, H = 4,23°%o, S = 9,70%o, 
N = 438%. | 


51,98 0, H = 4.05 °/o, S=— 9,92 0 0, 
4,34 %0, 


(,,H,;0,NS (323.2). Berechnet: C 


2 
| 








‘Die Fettspaltung durch Lungengewebe. 


Von 
N. Sieber. 





(Aus dem chemischen Laboratorium d. K, Institut fiir experimentelle Medizin zu 
St. Petersburg.) 


(Der Redaktion zugegangen am 20. Februar 1908.) 


Die Frage nach dem Fermentgehalte der Lunge ist be- 
kanntlich bis zum heutigen Tage fast unberiihrt geblieben. Es 
sind in derselben nur vereinzelte Befunde zu verzeichnen. So 
erwahnt z. B. Hiifner') bereits im Jahre 1872 unter anderem 
eines proteolytischen Fermentes in der Lunge, welches gleich 
wie Pankreassaft Fibrin verdaut. Jakobi,?) welcher die Be- 
deutung der Gewebsautolyse im allgemeinen zum Gegenstande 
seiner Untersuchung machte und im Jahre 1901 Schweinelungen 
in dieser Beziehung analysierte, kam hierbei auf Grund der 
von ihm festgestellten Tatsachen zu dem Schlusse, dai die 
Autolyse wohl in geringerem Mafe als wie in der Leber, 
dennoch immer in der Lunge nachgewiesen werden kann. 

Anderseits ist eine Reihe von Beobachtungen zu_ ver- 
merken, welche darauf hinweisen, daB die Lunge nicht aus- 
schlieBlich ein Organ darstellt, in welchem der Gasaustausch 
zwischen Blut und atmosphiarischer Luft stattfindet. Im Jahre 
1897 stellten Chr. Bohr und Henriques*) auf Grund ihrer 
experimentellen Untersuchungen fest, daB die Lunge die Eigen- 
schaft besitzt, nicht nur Blut und Lungengase nach den Ge- 
setzen der Diffusion auszutauschen, sondern auferdem noch 
Sauerstoff zu resorbieren und Kohlensdure auszuscheiden. Weiter 
behaupten dieselben Autoren, daB 1/3 des Gesamtumsatzes im 


") Hifner, Journal f. praktische Chemie, Bd. V, S. 372. 
*) Jakobi, Diese Zeitschrift, Bd. XXXIII, S. 126. 
*) Chr. Bohr u. Henriques, Archive de physiolog., Bd. IX, S. 819. 
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Organismus sich in den Lungen abspielt. Durch Gasaustausc}; 
allein ist jedoch diese intensive Teilnahme des Lungengewebe,- 
an der komplizierten Arbeit des Stoffwechsels nicht zu erklérey 
und man muf deshalb versuchen, die in den Zellen der Lungen- 
gewebe selbst vorkommenden Umsetzungen und Prozesse zu: 
Erkliirung dieser Tatsache zuzuziehen. ‘Tatsachliche Beweise 
dafiir gibt es streng genommen nicht. Aus diesem Grunde 
muf man von verschiedenen Standpunkten aus die Loésung 
dieser in physiologischer Beziehung iiberaus wichtigen Frage 
vornehmen. Mir schien es am zweckmafigsten, vor allem die 
Frage aufzuwerfen, ob es in der Lunge tberhaupt Fermente 
gibt und welcher Art speziell diese Fermente sind. Die fer- 
mentativen Prozesse beanspruchen bereits seit langer Zeit die Aut- 
merksamkeit in verschiedenen Disziplinen arbeitender Forscher, 
und dies aus ganz begreiflichen Griinden, denn gerade die Fer- 
mente sind es, welche mehr als sonst irgend welche andere 
Agenzien den Zugang in das Gebiet der auf der Grenze zwischen 
Leben und Tod stehenden Lebenserscheinungen oder, anders 
gesagt, der den Ubergang von lebendem zum toten Gewebe 
bildenden Prozesse ermoglichen. Deshalb ist es denn auch 
begreiflich, dab mit jedem Schritt die Intensitiit der auf diesem 
Gebiete geleisteten Arbeit anwachst. Die Untersuchungen der 
letzten Jahre bezwecken hauptsichlich die Erforschung der Fer- 
mente iiberhaupt und besonders die Fragen nach der Funktion 
der Fermente und nach den ihre Tatigkeit regierenden Gesetzen. 
so wie auch ihrer Verbreitung. Die Anzahl der Agenzien. 
welche einerseits eine streng spezifische Wirkung offenbaren. 
anderseits aber die allen Fermenten oder Enzymen zukommen- 
den Eigenschaften besitzen, wichst iiberaus rasch an. Ich kénnte 
dem Zwecke meiner Verdffentlichung nicht gerecht werden. 
wenn ich alle bereits bekannten Fermente aufziéhlen, und tibe: 
die ihnen zukommenden Funktionen mich verbreiten wollte. 
Mit wenigen Worten will ich aber erwahnen, daf gerade in 
der letzten Zeit unsere diesbeziiglichen Kenntnisse durch )e- 


deutungsvolle Befunde bereichert worden sind. Es sind dieses 
die interessanten und wichtigen Beobachtungen, welche vor 
dem hervorragenden und unermiidlichen Forschers auf dei 
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Gebiete der Eiweifisynthese, Prof. Emil Fischer,!) und seinem 
Mitarbeiter Prof. Abderhalden?) sowie ihren Schiilern, ge- 
macht worden sind; besonders interessant sind die Beobachtungen 
liber den Gehalt an spezifischen Fermenten im blutplasma und in 
den morphotischen Blutelementen, welche die auf synthetischem 
Wege gewonnenen und von FE. Fischer als Peptide und Poly- 
peptide bezeichneten Verbindungen zu zersetzen vermogen. 

In vorliegender VerdOffentlichung beabsichtige ich haupt- 
sichlich die Befunde tiber das Fettspaltungsvermégen der Lunge 
wiederzugeben. Spater habe ich vor, tiber die Beobachtungen, 
welche von mir und meinen Mitarbeitern tiber die biochemischen 
Erscheinungen in der Lunge tiberhaupt gemacht worden sind, 
zu berichten, und muf} daher bitten, dieses Forschungsgebiet 
fiirs erste unserem Laboratorium zu tiberlassen. 





Vermengt man frisch zerkleinertes Lungengewebe mit 
Wasser und einer gewissen Menge natiirlichen oder kiinstlichen 
Fettes und lat dieses Gemisch unter aseptischen Verhiiltnissen 
eine Zeitlang im Brutschrank bei 37,5—38° stehen, wobei 
dasselbe von Zeit zu Zeit geschiittelt und umgeriihrt wird, und 
stellt man darauf seine Reaktion fest, so gewahrt man im Ver- 
gleich mit der Kontrollfliissigkeit eine Veriinderung. Die Fliissig- 
keit wird némlich stark sauer. Nachdem diese Tatsache fest- 
cestellt worden war, mufte nun nachgewiesen werden, mit 
welcher Art von Erscheinungen wir es in betreffendem Falle 
zu tun haben, ob mit synthetischen oder umgekehrten, oder 
oxydativen, endlich fermentativen resp. irgend einem anderen. 





') E. Fischer, Untersuch. tiber Peptide u. Polypeptide (1906). 

*) E. Fischeru. Abderhalden, Diese Zeitschrift, Bd. XXXIX,S. 81. 
3) E. Abderhalden u. L. Michaelis, Diese Zeitschrift, Bd. LIL, 

5. 326. 

*) E.Abderhaldenu.A. Koelker, Diese Zeitschrift, Bd. LIII, S. 294. 
°) E. Abderhalden u. Gigon, Diese Zeitschrift, Bd, LIII, S. 250. 
6) E.Abderhaldenu.H.Deetjen, Diese Zeitschrift, Bd. LIII, S. 271. 
*) KE. Abderhaldenu. Oppler, Diese Zeitschrift, Bd. LI, S. 294- 
8) E. Abderhalden u. P. Rona, Diese Zeitschrift, Bd. LUI, S. 308. 
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Das Fettspaltungsvermoégen des Lungengewebes. 


Das zur Untersuchung verwandte Lungengewebe wurde 
den eben getOteten Tieren entnommen und entweder als solches 
oder aber, erst ausgewaschen, bis jede Spur Blut aus dem- 
selben verschwunden war, zum Versuche genommen. Zur 
Untersuchung kamen Lungen von folgenden Tieren: Meer- 
schweinchen, Kaninchen, Hiihnern, Tauben, Gansen, Truthenney 
und Enten, Hunden, Schweinen, Schafen, Kiélbern, Ochsen und 
Pferden, so wie Menschenlungen. Letztere waren mir sofort nach 
der Sektion von Herrn Privatdozent Th. J. Tschistowitsch, dem 
Prosektor des Peterpaulsspitals zu St. Petersburg, tiberlassen. Die 
Leichen von Neugeborenen wurden mir von Herrn Privatdozent 
Dr. A. Miiller aus der Gebiaranstalt in liebenswiirdiger Weise 
zur Verfiigung gestellt, und ich spreche den beiden Herren an 
diesem Orte meinen verbindlichsten und herzlichsten Dank aus. 
Die Menschenlungen stammten von einer siebenmonatlichen und 
einer ausgetragenen menschlichen Frucht, ferner von einem 
7 jahrigen Kinde, einem 16 jiahrigen Jiingling und einer alten Frau, 
welche an einer Gehirnblutung gestorben war, endlich eine emphyse- 
matOse Lunge einer alten Frau. In allen anderen Fallen handelte 
es sich ebenfalls nicht um Erkrankungen der Respirationsorgane, 
somit waren die Lungen streng genommen normal. 

Um die obenerwiihnte Wirkung des Lungengewebes zu 
untersuchen, wurde dasselbe mit der Fleischhackmaschine zer- 
kleinert und in einigen Fiillen mit Glaspulver verrieben. Hier 
mul} ich bemerken, daf zerkleinertes nicht vom Blut befreites 
Lungengewebe bei EKinhaltung aseptischer Kautelen sich in Gegen- 
wart von antiseptischen Stoffen (Chloroform, Thymol, Toluol und 
andere) bei Zimmertemperatur ziemlich lange in frischem Zu- 
stande erhilt. Dagegen fillt das lange mit Wasser ausge- 
waschene Gewebe unter gleichen Verhiltnissen schneller der 
Zersetzung anheim. Die Versuchsanordnung zur Untersuchung 
des Fettspaltungsvermégens war die allgemein tibliche. Das 
Hauptaugenmerk war auf absolute Sterilitat der Versuche ge- 
richtet. Um diesen Zweck zu erreichen, nahmen wir die Ver- 
suche in sterilisierten GefiiBen vor; die zu den Versuchen ver- 
wandten Fliissigkeiten und Lésungen wurden mit sterilen Gefaben 
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und Pipetten abgemessen usw. Als Objekt zur Feststellung 
des FettspaltungsvermOgens dienten sowohl natiirliche, als auch 
kiinstliche Fette. In vorliegender Ver6ffentlichung sind die Ver- 
suche mit 3 Arten kinstlicher und 3 Arten natiirlicher Fette 
angefiihrt. Von ersteren wurden Monobutyrin, Tributyrin 
und buttersaures Athyl und von letzteren Kuhbutter, 
OQliven- und Leino! verwandt. 

Die Fettspaltung, resp. das Anwachsen der Aciditiit wurde 
mit 1/20 und '/10-Normaliatzkalilésung in Gegenwart von Phenol- 
phthalein als Indikator bestimmt. Die Versuche wiederholten 
wir in verschiedenen Modifikationen. Um den kinfluf8 zufalliger 
Einwirkungen zu beseitigen, wurde jeder Versuch doppelt an- 
gestellt und es wurden auferdem noch je 3 Kontrollversuche 
ausgefthrt. Die erste Kontrollprobe wurde sofort titriert, um 
die anfangliche Reaktion vor Beginn des Versuchs zu bestimmen. 
Die beiden anderen Kontrollproben wurden erst aufgekocht, 
sodann wurde die erste von ihnen titriert, die zweite aber 
nicht, hierauf wurden sie, ebenso wie die nicht aufgekochten 
Versuchsgemische, in den Brutschrank gestellt und nach Verlauf 
von bestimmten Zeitriumen (6, 24 und 48 Stunden) titriert. 
Aufer den erwihnten Kontrollversuchen stellten wir mit den 
entsprechenden natiirlichen oder kiinstlichen Fetten noch Pa- 
rallelversuche in Abwesenheit des tiitigen Prinzips d. h. Lungen- 
gewebes, sowie umgekehrt mit Lungengewebe allein ohne jeg- 
liches Fett, an. Aus der Differenz der !/20 resp. !/10-Normal- 
kalilauge, welche vor und nach Verweilen der Probe im Brut- 
schrank erforderlich war, um bei Titration die neutrale Re- 
aktion zu erzielen, konnte dann geschlossen werden, ob das 
betreffende Fett zersetzt worden war oder nicht. 

In einigen Fillen nahm ich die Titration in Gegenwart 
einer gewissen Menge Alkohols und Athers von neutraler Re- 
aktion vor. Titriert wurde entweder das ganze Gemisch oder 
hur ein bestimmter aliquoter Teil desselben; meist geschah so- 
wohl das eine, wie das andere. Nach einigen zur Orientierung 
vorgenommenen Vorversuchen wahlte ich folgendes quantitative 
Verhéltnis zwischen dem Erreger der Wirkung, d. h. dem Lungen- 
gewebe, und dem Objekte dieser Wirkung, d. h. verschiedenen 
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Fettsorten. Vom Lungengewebe grofer Tiere und des Menschen 
nahmen wir in jedem einzelnen Versuche je 5 g, bei kleiney 
Tieren soviel, wie in jedem einzelnen Falle gewonnen werden 
konnte, d. h. 2, 5, 10mal weniger, zuweilen wurden auch die 
Lungen mehrerer Individuen vereinigt. Von natiirlichen Fetten 
wurden im ersten Falle je 1—2 g verwandt, im zweiten Falle 
aber so viel, als nétig war, um dasselbe Verhialtnis zwischen 
Fett und Lungengewebe zu erhalten, d. h. wiederum 2, 5 oder 
mehrmals weniger. Die fiir Versuche tber Fetthydratation pas- 
sendsten Gefiibe sind konische Erlenmeyersche Kolbchen mit 
eingeschliffenen Glasst6pseln.!) Ich arbeitete mit Kolben von yer- 
schiedenen Dimensionen, resp. verschiedenem Kubikinhalt, in 
denen das Gemisch sowohl withrend des Verweilens im brut- 
schrank, als bei der nachfolgenden Titration bequem geschiittelt 
werden konnte. Nach dem Abwiegen des Lungengewebes und 
des beigegebenen Fettes wurde eine bestimmte Quantitiét Wasser 
hinzugegossen, welche zuweilen die Menge des Gemisches um 
das Zehnfache oder auch wohl mehr tibertraf, letzteres in dem 
Falle, wenn das Fettspaltungsvermégen von Lungen kleiner 
Tiere untersucht wurde. 

In entsprechenden und Parallelversuchen wurde fiir ein 
gleiches Volumen der Fliissigkeiten gesorgt. Zur Untersuchung 
der Zersetzung kiinstlicher Fettsorten wurde 1°/oige Lésung 
der letzteren in der Menge von 10 ccm verwandt. In diesen 
Fiillen wurde um 10 ccm weniger Wasser hinzugegossen, da- 
mit das Fliissigkeitsquantum dasselbe blieb. Nach diesen allge- 
meinen Angaben, welche sich auf siimtliche Versuche beziehen, 
gehe ich zur Beschreibung der Versuche selbst tiber, wobei 
ich jedoch, um Wiederholungen zu vermeiden, jedesmal nur 
iiber einen Versuch aus jeder Serie berichte. Der’ besseren 
Ubersichtlichkeit halber ist das Versuchsmaterial nach den Tier- 
arten, deren Lungen auf ihr Fettzersetzungsvermodgen hin unter- 
sucht wurden, und zwar in folgenden Reihenfolgen angeordnet : 
Lungen kleiner Tiere (Kaninchen, Meerschweinchen), von Vogeln 
(Hiihnern, Tauben und Enten, sowie Truthenne und Giansen). 


‘! K. Schumoff-Simanowski und Sieber, Diese Zeitschrift, 
Bd. XLIX, S. 150. 
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yon Hunden, von Schweinen, vom Hornvieh (Schafen, Kialbern, 
Qchsen), von Pferden und schlieBlich vom Menschen in ver- 
schiedenem Lebensalter. 

Den Zahlenangaben tiber Zersetzung natiirlicher und kiinst- 
licher Fette durch Lungengewebe muf ich folgendes hinzufiigen. 

Wie bereits erwahnt, kann man in Versuchen mit frischem 
Lungengewebe verschiedener Tiere oder des Menschen, welches 
unter streng aseptischen Kautelen in Gegenwart von Wasser 
mit irgend einem natiirlichen oder kiinstlichen Fett vermengt 
war, Verainderung der Reaktion und Anwachsen der Aciditit 
heobachten. Eine Reihe von Versuchen, welche das Wesen 
dieser Erscheinung aufklaren sollten, ergab, dab wir es in dem 
Falle mit einem komplizierten Prozesse, welcher nicht nur von 
einer Ursache, d. h. Freiwerden irgend einer Fettsiiure aus 
dem zersetzten Fette allein, sondern von Ursachen verschie- 
dener Art abhiingt, zu tun haben. 

Die Reaktion des einem eben getéteten Tiere frisch ent- 
nommenen Lungengewebes ist entweder eine schwach alka- 
lische, oder aber Ofters eine neutrale, nicht selten eine schwach 
saure (0,05—O0,1 ccm 1/20-KHO); wird das Lungengewebe unter 
aseptischen Kautelen aufbewahrt, so nimmt es schon an und 
fiir sich, sowie in Gegenwart von Wasser eine saure Reaktion 
an, welche allméhlich anwichst. Das Anwachsen der Aciditit 
wird nicht nur im Brutschrank bei 37,5—38° C., sondern auch 
bei Zimmertemperatur beobachtet werden. Im ersten Falle liuft 
es energischer ab und iiuBert es sich in hoOheren Zahlen, als 
wie im zweiten. Lungengewebe zum Beispiel, welches von 
einem eben getéteten Tiere, im gegebenen Falle vom Hunde 
stammte, zeigte in der Quantitét von 5 g, welche nach Zer- 
kleinerung mit dem zehnfachen Quantum Wasser vermengt 
waren (in Gegenwart antiseptischer Stoffe), eine neutrale Re- 
aktion. Nach 1—2 Stunden sind zur Neutralisation 0,4—O,8 ccm 
' 20-KHO, nach 18 Stunden bei Zimmertemperatur 1,6—1,9 ccm 
‘ o0-KHO erforderlich. Ein ebensolches Gemenge, welches jedoch 
im Brutschrank gestanden hatte, erforderte nach 24 Stunden 
i—)d bis 4,9 ccm !/20-Normalkalilauge zu seiner Neutralisation. 
Die beschriebene Erscheinung ist auch am Lungengewebe an- 
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Tierlungengewebe. — Zur Neutral, 
Lungengeweh, 



























Natiirliche Fette 


3g Lungengewebe 3g Lungengewebe 3g Lunven,, 
30 ccm steril. Wasser 30 ccm steril. Wasser 30 cem step), 
0.5 g Leinoél 0,9 g Olivendl 0,5 g Kul 



















Ausgangsreaktion 
des Gemisches 


Kontrolle,gekocht, 
Thermostaten4&8Std. 


Reaktion 


0.9 | 1,2 (8 








nach 6 Stunden 4.5 | 4,0) 54 
» 24 , 8,2 | 10.3 | 44) 
48 : 12,0 14,4 15.0 








Sdiurezuwachs ... 9,3 12,0 


















Natiirliche Fette 
| Og Lungengewebe | 5g Lungengewebe | 5g Lungeny. 
‘50 ccm steril. Wasser 50 ccm steril. Wasser 50 ccm steril. Wa 















































1.0 g Leinol 1,0 g Oliven6l | 1,0 g Kuhbu 
Ausgangsreaktion 26 | 34 | 4 
des Gemisches 
Kontrolle.gekocht, _— | - 
1 cept 5,3 | 6,2 | 6.9 
Thermostaten4s Std. | 
Reaktion | | | 
nach 6 Stunden | 11,2 | 93 12.4 | 
2 16,4 | 12.7 | 19 ? 
» 48 » | 25,5 17,5 27.7 
Siurezuwachs .. . 20,2 | 11,: | 20,8 
Lungengew 
Natiirliche Fette 
3g Lungengewebe | 3g Lungenze 
30 ccm steril. Wasser 30 ccm ster. \\4 
1,0 ¢ Olivenél (1,0 g Kuhbutt 
: 
Ausgangsreaktion ‘ | o Ang 
< Md } 1.5 j l pe ft 
des Gemisches | | | 
Kontrolle,gekocht. o”7 » () 
tT , ’ ais we 
Thermostaten 48 Std. 
Reaktion | 
nach 6 Stunden 8 4 | 75 
2t > 14,1 | 9,2 -" 
48 » 19.5 l44 nu 


Siurezuwachs 
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ehte } 2o-n-KOH-Lésung in Kubikzentimeter. 

















‘dis 3 
-hweinchens. 
Kiinstliche Fette in 1° oiger Emulsion 
" 3g Lungengewebe 3g Lungengewebe 3g Lungengewebe 
20 ccm steril. Wasser 20 ccm steril. Wasser 20 cem steril. Wasser 
10 » Monobutyrin 10 » Athylbutyrin 10 » Tributyrin 
, rangs eaktion | 12 0.8 14 
. Gemisches 
le. gekocht, an 9 « ‘ 
' lle, gekoc! 2.6 2.2 3,0 
staten 48Std. 
eaktion 
( Stunden 4.8 34 5.6 
) 24 » 1.0 6.1 7.1 
Ls » 11,0 90 104 
) wal hs ° - . 8,4 6.8 7.4 
soya Kaninchens, 


























5 g Lungengewebe 


Kiinstliche Fette 


| 5g Lungengewebe 5g Lungengewebe 
LW 40 ccm steril. Wasser 40 ccm steril. Wasser 40 ccm steril. Wasser 


10 >» Monobutyrin'10 » Athylbutyrin 10 » Tributyrin 





mgsreaktion 1.8 
nisches ; 
‘le, gekocht, 27 
staten48 Std. : 
iktjon | 
6 Stunden | 6,3 
24 | Q 6 
. > 14,4 
ALIIS « « 28 12,0 


w : Huhns. 


1.5 
3.1 
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8.9 
16,4 


13,3 


99 


3,2 








Kiinstliche Fette 


ewe | 3g Lungengewebe | 3 g Lungengewebe 
Was 20 ccm steril. Wasser 20 cem steril. Wasser 
10 » Monobutyrin 10 » Athylbutyrin 





“ogsreaktion 


mM sches 1.5 
cekocht. - 
staten 48 Std. 2.1 
t[10Nn 


) Stunden | 4.1 
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Mittels Wasser vom Blut }.., 

















Natiirliche Fette 





2g Lungengewebe | 


0,5 g Leinol 


0,5 g Olivendl 


2g Lungengewebe | 2 ¢ Lunveny, 
20 cem steril. Wasser 20 ccm steril. Wasser 20 ccm ster) \y, 
| 0,5 g Kuhby: 














Ausgangsreaktion 
des Gemisches 


Kontrolle,gekocht, 
Thermostaten 48 Std. 


Reaktion 
nach 6 Stunden 

y D4 > 

> 48 > 


Saiurezuwachs .. . | 


| 7,2 
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Mittels Wasser vom Blut bef @ipazen 











_Natirliche Fette 


1g Olivenél 


| 2g Lungengewebe | 2 g Lungengew 
30 ccm steril. Wasser 30 ccm steril. Wa 


| 1 g Kuhbutter 























Ausgangsreaktion | 21 ge 
des Gemisches ae 7" $ 
Kontrolle, gekocht, 37 40 tr 
Thermostaten 48 Std. ’ ~~ m 
Reaktion R 

nach 6 Stunden 7.8 10.4 

2-4 > 12.4 16.5 

48 > 33.9 27.7 
a : ome senate more a sas a oe 
Siurezuwachs ... | | 30,2 | 23,5 jurez 
Mittels Wasser vom Blut be!r igen 











ee 


5 g Lungengewebe | 


50 cem steril. Wasser 
| 1 g Olivendl 











Ausgangreaktion 
des Gemisches 


K ontrolle, gekocht, | 
Thermostaten 48 Std. | 


Reaktion 

nach 6 Stunden 
> 2 -» 
> 48 > 


Saéurezuwachs 


| 2,9 


| 4,7 
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ongewebe einer Taube. 


»e 











| Kiinstliche Fette 





2g Lungengewebe 2g Lungengewebe 2g Lungengewebe 





“5s 
V 10 ccm steril. Wasser 10 ccm steril. Wasser 10 ccm steril. Wasser 
hntte 10 » Monobutyrin 10 » Athylbutyrin 10 » Tributyrin 
: . 
, \,sgangsreaktion 10 | 7 = 
3 Gemisches ’ | 
; otrolle, gekocht, 24 | = i 
.mostaten 48 Std. | ’ | 
| 

Reaktion | | 
ach 46 Stunden | 32 | _ t, 
: » 24 . | 6,1 | = x 
| iS 7,7 | _ = 
jyrezuwachs.. . «| 5.3 | pa | _ 


vefr@mmocengewebe einer Ente. 











Kiinstliche Fette 


y 2 g Lungengewebe | 2 g Lungengewebe 
Wa '20.ccm steril. Wasser 20 ccm steril. Wasser 
10 » Monobutyrin/10 » Athylbutyrin 





Jusvangsreaktion 
es Gemisches 
Rontrolle,gekocht, | 30 Or 
rmostaten 48 Std. | , 
Reaktion 





} 
| 
_ Oo | ~ | ~ 
6 Stunden | 11,5 10,5 
24 > | 17,2 | 15,8 
| . ; 
» 48 > | 26,1 | 21.4 
iurezuwachs. . «| 23,1 | 18,9 | 


efr ngengewebe einer Truthenne. 











Kiinstliche Fette 
| 9 g Lungengewebe | 
‘40 ccm steril. Wasser 


10 » Monobutyrin 








Ausgangsreaktion | 2() | 
ies Gemisches | “9 
» | | 
Sontrolle, gekocht, 5.2 | 

ermostaten 48 Std. | — | 
Reaktion | | 
’ - NM | 

i 6 Stunden 10.0 

| 

24 > | 15,2 | 

Ls » 2H 2 | 
84 irézuwachs i o> oa 20,0 | 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. LV. 13 




















Mittels Wasser vom Blut }<:.. 











Natiirliche Fette 
5g Lungengewebe | 
5O ccm steril. Wasser 

1 g Olivendl | 











Ausgangsreaktion 40 ” 
des Gemisches : : 
Kontrolle,gekocht, 8.0 
Thermostaten48 Std. 3 
Reaktion | 
nach 6 Stunden | 13.6 
D4 > 20.8 
48 > 29,9 
Siurezuwachs ... 21,5 





Lungengewe 





Natiirliche Fette 





dg Lungengewebe dg Lungengewebe | dg Lungengewer 
50 ccm steril. Wasser 50 ccm steril. Wasser 50 cem steril. Vas: 








1 g Leindl 1 g Olivenél 1 g Kuhbuiter 
; | | 
Ausgangsreaktion | 61 93 | R9 
des Gemisches | | 
| | 
Kontrolle,gekocht, | ) | 
a ’ oat S y 11,0 
Thermostaten 48 Std. | il 12,1 
Reaktion | 
nach 6 Stunden | 11,4 14,1 | 16,5 
> 24 : | 17d 24,1 | 27,2 
45 > | 36,3 32,3 49,9) 
Sdurezuwachs .. .| 28,4 | 20,2 54.9 










Lungengew 








Ausgangsreaktion 
des Gemisches 
Kontrolle,gekocht, | 6.2 3.7 42 
Thermostaten 48 Std. | ' “ 
Reaktion 
nach 6 Stunden | 91 8.0 13.1 
“a 12.4 12.1 | 14.3 
3 48 | 20.5 15,2 | 20,2 


Sdurezuwachs 
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.ongewebe einer Gans. 
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| 
| 
} 
} 








10 >» 


Kiinstliche Fette 





| 5g Lungengewebe | | 
40 ccm steril. Wasser 
Monobutyrin 





{ sangsreaktion 
es Gemisches 
-ntrolle,gekocht, 
i -mostaten 48 Std. 
Reaktion 
each 6 Stunden 


24 > 





> Pe) >» 


iurezuwachs. . . | 


¢WeMM os Kalbes. 














Kiinstliche Fette 


5g Lungengewebe 5g Lungengewebe 5g Lungengewebe 


Wass 40 ccm steril. Wasser 40 ccm steril. Wasser 40 ccm steril. Wasser 
| 10 » Monobutyrin 10 » Athylbutyrin 10 » Tributyrin 





\yszganysreaktion 

















ails 3,2 6,7 5.5 
»s Gemisches 
ar : | 
1] ut .gekocht, 6,8 9,2 8,2 
s Gemisches | 
Reaktion | 
6 Stunden | 15,3 18.1 22,5 
» 24 > | 28,4 35,8 31,1 
ig | 36.2 48,0 41,6 
swurezuwachs . 29,4 38,8 33,4 
Rind, 
Visgangsreaktion dL , 9 
s Gemisches 2,0 1,6 2.0 
\ nirolle,gekocht, | 2¢@ ‘ 
nostaten 48 Std. | 3,6 3,0 4,0 
Reaktion 
6 Stunden | 10,8 16,2 8,2 
24 > 15.8 24,2 14,8 
Ls > 22.0 28,2 16,2 
uwachs. . 18,4 25,2 12,2 
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Lung e Ngewe!} 








1 fg Leinol 


eee Natiirliche Fette 
_ 5g Lungengewebe | 5g Lungengewebe | 5g Lungonmy.. 
‘50 ccm steril. Wasser 50 ccm steril. Wasser 50 cem ste; )) Waseg 
| 1g Olivenél ™ 


1g Kuhbutte; 














a 


















































Ausgangsreaktion | 
2 ‘ . 33 9: ) ¢ 
des Gemisches | 3,2 2,3 | 2,9 
Kontrolle,gekocht, | 0 | fn 
Thermostaten48Std. | 6,2 5,3 | 6.9 
Reaktion | | 
nach 6 Stunden | 16,8 22,0 18.4 
> D4 . HI od | 31 6 YY () 
» 48 >» | 43,4 | 4),2 44.2 
Siurezuwachs. . . | 37,2 | 34,9 37,2 
Mittels Wasser yom B 
a | \y 
Ausgangsr« aktion 1.9 | 1.4 | 0.9 Au 
des Gemisches | 
Kontrolle, gekocht, | 39 25 | 2] 
Thermostaten48 Std. “a _ ” 
Reaktion | 
nach 6 Stunden 5,7 6,3 | t4 
» 24 > 9,6 11,8 | 7.0 
>» 48 » 16,7 19,9 11,2 
Sdurezuwachs . | 13,5 17,4 | 9.1 
Lungengewe 
Ausgangsreaktion | 9 | a | ‘ Al 
des Gemisches | 10,2 | 11,7 | 5,1 
| 
Kontrolle,gekocht, | ‘ 
: , aa | 12,2 | 10,3 
Thermostaten48 Std. | 2, 14,7 | 
Reaktion | | ; 
nach 6 Stunden | 18,6 7,0 15.3 
» 24 . | 26,4 32,5 28.5 
48 > | 42,6 | 47,4 | M2 
Saéurezuwachs. . . 30,4 32,7 | 30.9 
Mittels Wasser yom bl 
Ausgangsreaktion 15 12 | 29 
des Gemisches — | , sia | ~ 
Kontrolle,gekocht | 9 
~ deerontoangs, 3,6 3,7 4,2 
rhermostaten 48Std. | , / 
Reaktion | 
nach 6 Stunden | 6,6 5,7 6,6 
24 . | 10,3 10,5 1Y,5 
» 48 > | 24.6 27 4 | 29,4 
Saiurezuwachs. . .| 21,0 23,7 25,2 
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in ______ Kiinstliche Fette | 
oa | Og Lungengewebe | 5g Lungengewebe | 5 g Lungengewebe 
Wa. ‘40 ccm steril. Wasser 40 cem steril. Wasser/40 ccm steril. Wasser 
"ily 10 » Monobutyrin 10 » Athylbutyrin |10 » Tributyrin 





rl sgangsreaktion 40 | 39 
ies Gemisches | 

" atrolle,gekocht, 6.3 | 6 

~ermostaten 48 Std. | ' - | “ 


oes 
w 






























































Reaktion | 
ach 6 Stunden 16,2 | 21,1 | 13,1 
24 > 25,4 | 25,9 | 28,2 
2 >» 40,8 | 38,6 | 39.5 
Siyrezuwachs. . | 34,5 | 31,6 | 32,6 
» Biggereite Lunge vom Hund. 
4usgangsreaktion ~ ‘ 
jes Gemisches 1,5 2,1 2,6 
{ontrolle,gekocht, - @ | » 
Trermostaten 48 Std. 4,5 _ 5,8 
Reaktion 
nach 6 Stunden 10,4 12,6 15,2 
24 > 14,6 17,4 18,4 
18 > 23.1 | 25,6 26,0 
Siurezuwachs. . . | 18,6 20,4 | 20,2 
wegen Schwein. 
Ausgangsreaktion _ | 
“tal 44a 
ies Gemisches ’ | 
\ontrolle, gekocht, 
lermostaten 48 Std. 10,8 
Reaktion 
nach 6 Stunden 31,0 
24 > 38,4 
> 4 > 51,7 
Sdurezuwachs. . . 41,4 
Bieereite Lunge vom Schwein. 
Alsgangsreaktion 99 | ' 
‘es Gemisches — 2,0 | 1,3 
‘ontrolle, gekocht, , | : 
-<mmostaten 48 Std. ae os | 36 
Reaktion 
“ach 6 Stunden 10,1 15,7 | 7,3 
24 > 16,4 19,2 9.9 
48 * 25,1 33,2 14,8 
“alrezuwachs . 20,3 26,9 | 11,8 
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Lungengey, 








— Natirliche Fette 
5 g Lungengewebe | 5 g Lungengewebe | 5 g Lungensey,, 
‘50 ccm steril. Wasser 50 ccm steril. Wasser 50 ccm steril, Wa, 
1g Leinél | 1g Olivenél | 1g Kubbutte 





Ausgangsreaktion | _ 
’ . 8.6 1.6 
des Gemisches | 


Thermostaten 48 Std. 
Reaktion | 
nach 6 Stunden | 18,9 21,0 


Kontrolle, gekocht, | 12,6 10,5 | 
| 
» 48 » | 52,7 | 53,3 | 














Saéurezuwachs .. . 42,8 


Mittels Wasser vom Pp) 





Ausgangsreaktion 
des Gemisches 
Kontrolle,gekocht, 
Thermostaten 48 Std. 
Reaktion 
nach 6 Stunden 
» 24 > 
> 48 » 


Siurezuwachs . 


12,9 
19,4 
264 


933 

















| 
| 
| 
: 


Lungengewe! 





Ausgangsreaktion | : , 40 
des Gemisches iid ; 
Kontrolle,gekocht, | ' 8 0) 
Thermostaten 48 Std. | ™ 
Reaktion | 
nach 6 Stunden | 10,5 10.9 
» 24 > | 30,4 15.9 

>» 48 | 9, | 36,9 27,9 











Siiurezuwachs .. . | | 30,9 | 19,9 


Mittels Wasser vom bi 





Ausgangsreaktion | | 4 
des Gemisches ’ 
Kontrolle,gekocht, 
Thermostaten 48 Std. 
Reaktion 
nach 6 Stunden 
> D4 » 
” 48 » 





Siurezuwachs 
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- 


- Schaf. 














Kiinstliche Fette 
| 5g Lungengewebe | 5g Lungengewebe 5g Lungengew ebe 








Wase com steril. Wasser 40 ccm steril. Wasser 40 ccm steril. Wasset 
t 10 » Monobutyrin 10 » Athylbutyrin 10 » Tributyrin 
we | 
jasgangsreaktion | 7.2 | 3.0 5.5 
les Gemisches | | 
le, gekocht, = w 
! 0. ' a4 { 
upon. n48Std. 10,7 8 0 
Reaktion | 
cach 6 Stunden | 20.8 | 18,2 25,2 
Pt» | 28.4 | 26,1 36.7 
48» 431 | 51.8 48.8 
Gurezuwachs. . «| 32,4 43,6 39,3 


0 Bi@feircite Lunge vom Schaf. 








jusgangsreaktion 24 | 35 4o 
ies Gemisches ba | ' on 
hor trolle, gekocht, - a ‘ 
_ ri | 5,4 6.3 
rm staten 48Std._ 
Reaktion | 
6 Stunden 12,3 | 11,0 14.1 
24 > 17,0 17.4 19.2 
43 » 24.1 24.5 24,3 ) 
S rezuwachs . ry e 17.0 19.1 18.2 
Weliion Pferd. 
\usgangsreaktion 32 24 27 


‘es Gemisches ; | 
Kontrolle, gekoc . | = 
A 0 e, gekocht, 5.8 ».4 4.7 





:mostaten 48 Std. ” " 
Reaktion | 
6 Stunden | 10.2 12.3 7.0 
% >» | 14,3 | 18,4 12.3 
ts > 24.7 28, 6 17.6 
Siurezuwachs . so 18,9 23.2 12.9 


Bb UBereite Pferdelunge. 





A isgangsreaktion 
les Gemisches —, 
\ontrolle,gekocht, 4.3 
-ermostaten 48 Std. 
Reaktion 


6 Stunden 12.2 
24 » 15.3 
Ls > 20.7 


‘ZU wachs -_ 2© @ 16.4 
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Menschenlungengewebe. — Zur Neutralisatig 









Fe { ioe 
Lung: Ngewe 





——— ee ——— = 


| Natiirliche Fette 















| 5g Lungengewebe | 5 g Lungengewebe | dg Lungengey,) 
50 ccm steril. Wasser 50 ccm steril. Wasser!50 ccm steril, Wa. 
| | as3 


| 1g Leinél | 1g Olivenél | 1g Kuhbutter 










































Ausgangsreaktion | ul 
neni 7,6 83 72 

des Gemisches 3 | 

Kontrolle,gekocht, niri 
; 10,8 11,7 99 
Thermostaten 48 Std. , 

Reaktion : Re 
nach 6 Stunden 29 4 35.5 29 6 gach 
> 24 1 38,6 43,3 37.7 ; 

; 48 > 69,4 59,3 47.9 
Saéurezuwachs ... 58,6 47,6 38,0 21 














Mittels Wasser vom B! 












































Ausgangsreaktion | on - sa usga 
‘ ° | 8 2 2, 
des Gemisches | ' 
Kontrolle, gekocht, | ‘ian 3 ¢ a1 
Thermostaten 48 Std. | ’ ” ' mi 
| 
Reaktion | Re 
nach 6 Stunden | 9 4 8,9 8.3 | 
_ ME >. | 15,3 14,3 10.2 
>» 48 > | 23,9 19,9 16,9 
Ee ee = 
Siurezuwachs .. . | 19,7 | 16,3 12,8 
| | 
Lungengewebe vo ia 
| | 
Ausgangsreaktion | — alse 
” | 8,0 | 7,6 | 6.9 te 
des Gemisches | | | S 
Kontrolle, gekocht, | 13.0 | 13.6 - 99 
Thermostaten 48 Std. | ' | | ” 
| | | 7 
Reaktion | rn 
nach 6 Stunden | 22.4 | 18,0 | 24,2 
+ we « 4 29 3 | 20,4 35,6 
>» 48 >» | 38.2 | 25,9 | (2.3 











7 a | “ | omar 
Siurezuwachs . . . | 25,2 | 12,3 | 32,4 
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isatidlmeacnte ?/20-N-KHO-L6sung in Kubikzentimeter. 





kind. 
 EEEEE———————— 
| Kiinstliche Fette 


Te We 








5g Lungengewebe | 5g Lungengewebe 4g Lungengewebe 
40 ccm steril. Wasser 40 ccm steril. Wasser 40 ccm steril. Wasser 
10 » Monobutyrin 10 » Athylbutyrin 10 » Tributyrin 


CWel) 


Wass 





sssangsreaktion ; | | | 
Is 7 - 7 ; 
ios Gemisches ty | 6.5 5 
strolle,gekocht, ” ; 7 
‘ermostaten 48 Std. Jo 4 


Reaktion 











ach 6 Stunden 29.3 31,8 26.4 
» 24 , 36,4 41,2 35,3 

48 > 48,2 55,3 42.5 
prezuwachs. . . | 38,7 46,9 - 32,4 


1) Bigfrete Kindeslunge. 

















jusgangsreaktion | 14 21 
ies Germisches | , ; 1p 
ntrolle, gekocht, | = 9 = 9 42 
vemostaten 48 Std. | % at ; 
Reaktion | 
6 Stunden | 10,2 12,6 | 9,9 
24 > | 15,3 16,6 | 14.8 
4s > | 23,6 26,0 21,4 
wirezuwachs . . . | 18,4 20,1 17,2 
> VOREALrigen Jiingling. 
| j 
; , | | 
alsgangsreaktion | as 6 ( 7 
ies Gemisches sig | ” | wi 
ateall | 
rolle, gekocht, | 
a = ”. c 
“rmostaten 48 Std. | 9,9 52 7” 
Reaktion | | 
} ’ ’ > = « 
6 Stunden 21,6 | 18,5 | 17,3 
24 > 32,5 | 29,4 | 27,0 
48 > 43,8 | 4) ,4 | 36.1 











‘rezuwachs. . . | 34,3 : | 32,2 ae 28,2 
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Mittels Wasser yy» 





1 g Leindl 


Natiirliche Fette 
5g Lungengewebe | 5g Lungengewebe | 5g Lungenon, 
50 ccm steril. Wasser 50 ccm steril. Wasser 50 cem ster)! Wy 


1 g Olivendl 






Lg Kuhbutt, 





Ausgangsreaktion 

















. 6 7, | 
des Gemisches 16 2.1 ly 
Kontrolle. geko , , | 
; Ile, gekocht, 2,6 3,2 24 | 
Thermostaten 48 Std. ; S 
Reaktion ea 
nach 6 Stunden 4.8 5,2 3 0 
» Dt . 7.9 8,7 7.8 24 
4s $3.1 12.3 11.7 
Siurezuwachs . 8,5 9,2 W3 
Lungengewebe vom Mens 
Ausgangsreaktion ‘ ~9 
“hiang ° 4.5 0.4 bs 
des Gemisches 
Kontrolle, gekocht. | ' 
: —, 8,7 11,2 8.4 
Thermostaten 48 Std. , 
Reaktion 
nach 6 Stunden 16,5 19.5 12.1 
24 25,6 27.3 15.3 
48 > 30,2 49,8 28,4 
Sdurezuwachs . 21,5 38,6 20.5 


Mittels Wasser vom Blut befreites Lun 





Ausgangsreaktion 

















“pg 2,3 2 | 8 
des Gemisches 3 | 
Kontrolle, gekocht ‘ 
ve , a 6,2 4 | 5,9 
Thermostaten 48 Std. 4 | 
Reaktion | | 
nach 6 Stunden 10,7 | 13,1 | 10.5 
» 24 14.2 | 18.5 | 15.2 
48 17.6 | 25,9 | 19,5 
Siurezuwachs. . 11,4 18,5 | 13,6 
LungengewW 
Ausgangsreaktion 65 8.2 | 74 
des Gemisches | 
' 
Kontrolle,gekocht ) | 
, TY ana 0, | 11.4 
Thermostaten 4&8 Std. 10,5 12,2 
Reaktion 
nach 6 Stunden 18,0 | 23,7 15.6 0 
24 29,3 37,5 24,2 “i 
48 39.7 46,4 37.7 Ls 
Siurezuwachs. . 29,2 34,2 26,3 MM 
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Jiinglingslunge. 











| Kiinstliche Fette 

| og Lungengewebe | 5g Lungengewebe 5g Lungengewebe 
40 ccm steril. Wasser 40 ccm steril. Wasser 40 cem steril. Wasser 
10 » Monobutyrin 10 » Athylbutyrin 10) » Tributyrin 





ngsreaktion 1.8 2,1 18 


ile, gekocht, 








: : ov 3.2 2 y 2.7 
staten48Std. “ 

Reaktion 
» 6 Stunden 7.0 6.0 2,6 
. 24 10.5 8.4 Qo 
’ Ls 15.6 13.4 12.3 
ezuwachsS « . . 12.4 | 10,5 9.6 
lense cron Alters. 

s7angsrese c | ~ » ~c _ 
sane reaktion 0,6 | 6.8 47 

; Gemisches 

~rolle,gekocht, ‘ ; 7 

MA. ar | 9,0 8,9 6.3 
: nostaten 48 Std. 2 | ? 

ee | 
heaktion | 
) Stunden | 14,2 | 13,8 11,2 
! m 24 | 18,5 25,7 24,8 
) bs . | 24,1 $3.) 33.4 
wachs. . «| 15,1 | 24,6 27,1 

un@gggee eines Menschen mittleren Alters. 

gangsreaktion | 19 | 2.3 27 


ds Gemisches 


t tle, gekocht, | 4 = 9 62 
vostaten 48 Std. 
heaktion 





| 
6 Stunden | 8.6 QS 10.8 
D4 p | 10,2 12.5 15,6 
HS > | 14.3 18.0 21.8 
uwachs. .. | 9,8 12,3 15,6 
soWEEEE alten Frau. 
sangsreakti 
angen ktion 6.0 42 3 
“s Gemisches 
‘ile, gekocht , - - 
5 panes 9 0 7.0 a5 
staten 48 Std. 
reakt ion 
+. 6 Stunden 14.2 24.1 19,0 
24 . 20.0 32.4 28,0) 
Ls R 34,0 44.2 39,3 
wachs . 25.0 37,2 34,1 
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Mittels Wasser vom Blute },; 














Natiirliche Fette 

























































































| 5 g Lungengewebe | 5 g Lungengewebe | 5 g Lungeny, 
50 ccm steril. Wasser 50 ccm steril. Wasser, 50 ccm ster) \y 
| 1g Leindl ' 1g Olivendél | 1 g Kuhbuty., 
saciid? 4 | | 
Ausgangereaktion 12 0.9 | 9 n 
des Gemisches | C 
| 
Kontrolle, gekocht, 
: 3,0 2,2 
Phermostaten 48 Std. : ; 4 
Reaktion Rea 
nach 6 Stunden 6,8 6,3 85 bt 
> D4 > 90 GY | 1.4 » 
48 > 11,2 | 14,5 13.6 ts 
Séurezuwachs .. . | 8,2 | 12,3 10,2 an 
Emphysem 
Ausg rS ft} | 
usgangsreaktion | 56 6.4 7 
des Gemisches | bes (i 
| 
Kontrolle, gekocht, | 
; ; 8,6 9,4 11,4 
Chermostaten 48Std. | 
Reaktion | | Rea 
nach 6 Stunden | 12,0 14,2 [8.6 ( 
>» 24 > | 19,2 26,1 24.2 24 
» 48 > | 26.6 32.5 32,4 ts 
Siurezuwachs .. . | 18,0 23,1 21,0 UW 
Mittels Wasser vom Blut be'r 
Ausgengeresation 14 0.9 23 gan 
des Gemisches | Le 
K ontrolle, gekocht, 28 1,9 | 2.6 
Thermostaten 48 Std. 
Reaktion 
nach 6 Stunden 8.9 6.3 8.) f 
> 24 > 13,2 9,9 11.6 » 24 
>» 48 , 19,0 | 16,0 | 21,1 > 4 
Sdiurezuwachs .. . | 16,2 | 14,1 | 18,5 





Die Fettspaltung durch Lungengewebe. 199 






ner alten Frau. 








Kiinstliche Fette 


| 
| 5 g Lungengewebe 5g Lungengewebe 5 g Lungengewebe 
'40 cem steril. Wasser 40 ccm steril. Wasser 40 ccm steril. Wasser 


10 » Monobutyrin 10 » Athylbutyrin 10 » Tributyrin 





| 
| | 
| 

















eangsreaktion - | 
3 panes 15 | 1,8 21 

. Gemisehes | | 

, '1e. zekocht, | a ; 
4 one g 2.7 2,5 3,4 

rostaten 48 Std. | | 

Reaktion | | 

{ aa a 
3 » § Stunden | O,4 | O,4 ‘e 
5 - % | 9.3 | 10,1 10,8 
I> | 13,4 | 15,0 15,3 
ae ait ne ee 7 ae Ta 

. { . | e a 
2 euwachS . e- . 10,6 12,5 11,9 
Sem 

vangsreaktion | : 
- apeaile | 33 4,2 5,4 

« Gemisches 

rvolle,gekocht, | | 
2 item” 7,3 8,2 9.4 

mostaten 48 Std. | 

heaktion | | 
| 6 Stunden | 12.3 | 10,4 16,3 
b 24 > | 18.5 | 21.2 19,2 
b 48 > | 23.8 | 27.3 | 24.1 
rezuwachs . . . | 16,5 | 19,1 14,7 


| 


elramrsematéses Lungengewebe. 








vangsreaktion ‘ | 
1 —s 1,5 | 1.9 | 2,1 
és Gemisches | 
rolle, gek | | _ 
Adair ee.) 3,0 3,5 
mostaten 48 Std. 
’ 2 
neaktion | 
} Stunden 6,1 | 8,2 7,9 
% > 10,2 | 12.3 10,2 
oe 2 13,8 | 17,3 15,9 
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derer Tiere und des Menschen zu beobachten, nur ist sowo}) 
die Ausgangsreaktion wie der Aciditaétszuwachs bei verschie- 
denen Tieren verschieden. 

So konnte z. B. 1,0 g Lungengewebe eines eben getitetey 
Meerschweinchens, welches nach Zerkleinerung mit 10 ccm 
Wasser vermischt worden war und zu Anfang neutrale Re- 
aktion zeigte, nach zwei Tagen mit 0,4 ecm 1/20-KHO neutra- 
lisiert werden, wenn es bei Zimmertemperatur gestanden hatte. 
und mit 0,8 ccm !/20-n-KHO, falls man es auf gleich lange Zeit 
in den Brutschrank gestellt hatte. 1,0 g zerkleinerter Kaninchen- 
lunge, welche im frischen Zustande neutrale Reaktion zeizte. 
erforderte nach 24 Stunden 0,6 ccm !/20-n-KHO, nach 3 Tagen 
aber 2,2 ccm '/20-n-KHO zur Neutralisation. 

5,0 g Lungengewebe eines durch Entblutung eben getiteten 
Pferdes zeigten, zerkleinert und mit 50 cem destillierten Wassers 
vermengt, in Gegenwart von Thymol und Chloroform eine schwach 
alkalische Reaktion (0,05—O,1 cem 1/20-n-SO,H,). Nach einer 
halben Stunde jedoch ist die Reaktion bereits eine neutrale, nach, 
einer Stunde eine saure. Nach 24stiindigem Verweilen des (e- 
misches im Brutschrank waren 1,8 eem !/20-n-KHO, nach 3 Tagen 
bereits 8,0 cem !)20-n-KHO zur Neutralisation erforderlich. 

In derselben Richtung wurden auch normale Lungen eines 
Kindes, eines 16jiihrigen Jiinglings, eines Menschen von mitt- 
lerem und eines von hoOherem Alter, und schlieblich eine em- 
physematése Lunge einer ilteren Frau untersucht. Obgleich 
wir, wie oben erwiihnt, die Lungen sofort nach der Sektion 
erhielten, so muf wahrscheinlich aus dem Umstande, dali die 
Sektion am Menschen nicht vor Ablauf von 24 Stunden und 
<ogar 48 Stunden nach dem Tode vorgenommen wird, erkliirt 
werden, dab simtliche uns zur Verfiigung gestellten Menschen- 
lungen saure Reaktion (verschiedenen Grades) zeigten, was aus 
folgenden Zahlen ersichtlich ist. 

In jedem Versuche wurden 5 g Lungensubstanz verwanit. 
welche fein zerhackt und mit destilliertem Wasser vermeng! 
ein Gemisch darstellte, dessen Aciditiét sodann durch Titrieren 
bestimmt wurde. Zur Erzielung der neutralen Reaktion mubten 
folgende Quantitiiten einer !/20-n-KOH-Lésung in Kubikzenti- 


metern hinzugesetzt werden. 


“Ji iy) RY @sahkha® 
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: Nr. 1. | Nr. 2. , ; 
Lunge Lunge Lunge eines); Emphyse- 
| Lunge eines Lunge eines | 
eines eines Menschen | Menschen alten matise 
7 Bee 5 von mittlerem von mittlerem | 
Kindes | Jiinglings Alter | Alter Menschen Lunge 
| | ' 
1.5 | 2,1 3,5 1,2 0.6 3.0 
Nach 24 Stunden. 
30 | 45 60 | 3,5 2.0 12,0 
Nach 3mal 24 Stunden. 
48 | 5.2 9,0 7,0 5,0 28.0 


Die oben angefiihrten Zahlen beweisen zur Geniige, dal 
in dem Lungengewebe selbst ohne irgend welchen Zusatz 
Siiure gebildet, resp. abgespalten wird. Fir die Entscheidung 
der Frage, mit welcher Siure wir es in dem betreffenden Falle 
zu tun haben, fiel der Umstand ins Gewicht, daB es sich eben 
um Lungengewebe, in welchen man entsprechend der den- 
selben eigenen Funktion des Gasaustausches das Vorhanden- 
sein von Kohlensiure voraussetzen konnte, handelte. In dieser 
Keziehung, speziell auf den CO,-Gehalt hin angestellte Versuche 
iihrten zu positiven Ergebnissen. Uber die Frage nach dem 
Kohlenséiuregehalt des Lungengewebes sowie dem Freiwerden, 
resp. der Ausscheidung von Kohlensiure will ich an anderem Orte 
berichten, hier will ich nur bemerken, dab die Menge der in 1,0 g 
Lungengewebe enthaltenen Kohlensaure bei verschiedenen Tieren 
in ziemlich weiten Grenzen schwankt. Anderseits schlieft der 
positive Befund von CO, im Lungengewebe, sowie die CO,- 
Ausscheidung aus demselben das Vorhandensein irgend einer 
underen Siiure durchaus noch nicht aus. So kann sich z. B. 
irgend eine Fettsiiure nicht auf Kosten des hinzugesetzten Fettes, 
sondern auch aus demjenigen, welches durch Vermittlung der 
blut- resp. Lymphgefafe dem Lungengewebe zugefiihrt worden 
ist, gebildet werden oder abgespalten. Weitere in der Beziehung 
angestellte Untersuchungen sollen diese Frage entscheiden. Aus 
dem eben Angefiihrten ist zu sehen, dafh bei der Untersuchung 
der Fettzerlegung durch Lungengewebe die nebenher stattfin- 
dende CO,-Ausscheidung resp. aufBerdem irgend welche andere 
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Siure die Sachlage in gewissem Grade erschwert. Um die Frage 
zu losen, muften beide Prozesse getrennt in einer Reihe se}})- 
stiindiger Parallelversuche untersucht werden. Daraus geht her- 
vor, dafs die in den Versuchen iiber Fettspaltung durch Lungen- 
gewebe direkt bestimmte Aciditaét nicht ausschlieBlich auf Kosten 
einer durch Spaltung des betreffenden zugesetzten Fettes ent- 
standenen Fettsiiure bezogen werden darf, sondern es muf an 
den betreffenden Zahlenwerten eine Korrektur vorgenommen 
werden, und zwar ergibt sich diese aus Parallelversuchen mit 
den betreffenden Lungengeweben allein (ohne Fettzusatz), in 
welchen die gefundene Aciditét zum Teil von dem Gehalt an 
CO,, vielleicht zum Teil aber auch von einer anderen Siiure 
abhiingt. 

Um schlieBlich endgiiltig zu beweisen, dai die durch ‘I)- 
tration erhaltenen Zahlen in der Tat Fettséuren, welche bei Zer- 
setzung des betreffenden Fettes entstanden waren, entsprechen, 
wurde in einigen Versuchen die Menge des unzersetzten, sowie 
des zersetzten Fettes resp. der entsprechenden Fettséuren be- 
stimmt. Diese Bestimmungen wurden mit Hilfe der allgemein 
bekannten Methodik vorgenommen. Zuerst wurde das unzer- 
setzte Fett mit Petroliither, resp. Athylither extrahiert; letzterer 
entfernte auch die freien Fettsiuren, im Falle diese in unge- 
bundenem Zustande zugegen waren. Die als Salze resp. Seifen 
erhaltenen Fettsiuren extrahierten wir mit Alkohol, nachdem 
die L6sung, welche Seifen enthielt, verdunstet war. Nach Ver- 
jagung resp. Abdestillieren des Alkohols wurden die Seifen mit 
schwacher Salzsiiure resp. Schwefelsiure zersetzt, die hierbei 
frei werdenden Fettsiiuren sodann mit Ather extrahiert und 
nach Trocknung bis zu konstantem Gewicht gewogen. Als Illu- 
stration zu dem eben Gesagten sollen 3 Versuche, welche mit 
der Lunge eines Kindes und verschiedenen natiirlichen Fett- 
sorten (Lein-, Oliven6dl und Kuhbutter) ausgefiihrt wurden, dienen. 

Nr. 1. Aus 2,0 g Lein6l erhielten wir nach der Einwirkung 
von 5g Lungengewebe eines Kindes 0,3038 g bis zum kon- 
stanten Gewicht getrocknete, freie Fettséure. 

Nr. 2. 2 g Olivenél ergaben nach der Einwirkung eben- 
falls von 5 g Lungensubstanz 0,2234 g freie Fettsaure. 
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Nr. 3. Aus 2 g Kuhbutter konnten nach Einwirkung von 
> g Lungengewebe 0,2073 g freie Fettséure erhalten werden. 
Die angefiihrten Zahlen wurden nach Abstraktion der entspre- 
-henden Zahlen, die in Parallelversuchen gleicher Grammengen 
Lungengewebe (5 g) fiir sich allein der Fettgehalt bestimmt 
var, erhalten. 

Zum Schluf fiihre ich eine Vergleichstabelle der Fett- 
spaltung durch Lungengewebe verschiedener Tiere und von 
Menschen verschiedenen Alters an, um eine Ubersicht der Re- 
sultate zu ermdglichen. 


SchluBfolgerungen. 


Aus allem oben Angeftihrten, sowie aus den Zahlenan- 
saben geht unzweifelhaft hervor, daf} im Lungengewebe eine 
Zersetzung sowohl ktinstlicher, wie natiirlicher Fette stattfindet. 
Aus der beobachteten Differenz des Zuwachses an Aciditit von 
nicht gekochten und gekochten Portionen kénnte man mit ge- 
wisser Wahrscheinlichkeit schlieBen, welche Ursache das An- 
wachsen der Aciditaét bedingt. Doch in Anbetracht der kom- 
plizierten Bedingungen, welche wahrend der Untersuchung zu- 
tage getreten sind, sowie des mdglichen Zusammenhanges 
zwischen den zu gleicher Zeit ablaufenden Prozessen und Reak- 
tionen lasse ich, bevor weitere Resultate gewonnen sind, die 
Frage nach der Ursache, welche die zu beobachtende Er- 
-cheinung hervorruft, unberihrt. 

Anderseits kénnen wir auf Grund der Zahlenangaben, 
welche das Anwachsen der Aciditaét des Lungengewebes allein, 
sowie eines Gemisches von Lungengewebe und Fett betreffen, 
einige Schliisse schon jetzt ziehen. 

1. Der Zuwachs an Aciditét im Lungengewebe selbst ist 
<owohl bei verschiedenen Tieren, als auch beim Menschen ein 
verschiedener. 

2. Der Zuwachs an Aciditaét in Gegenwart von Fetten ist 
‘lir Lungengewebe verschiedener Tiere ein verschiedener. 

3. Auf verschiedene Fette wirkt ein und dasselbe Lungen- 
gzewebe nicht gleich intensiv ein, d. h. es zersetzt verschiedene 
Fette mit verschiedener Intensilat. 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. LV. 14 
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5 g Lungengewebe -~ | , 
sunge Lunge Lung Emphy- 
Lung 18! ~— Lunge phy Lunge Lunge 
ines ines eines - ” ? 
eines eines sem. Lunge 
ey ge Menschen] einer 2 eines eines 
6 jihrigen [16 )ahrigen saiitilnsiatel einer 
a ze ; . . ) nine 
Kindes | Jiinglings] Ajters alten Frau] alten Frau | Pferdes | Hundes |s 
Biaftrei Blutfrei Blatfrei |} = Blutfreif Blatfrei Blutfreif =_—_—Blutfre: 
Frische e- Frische s- Frische ge- Frische ge- Frisehe qe- Frische ge- Frische qe Prisehe 
Lunge waschene} Lunge waschene | Lunge waschene] Lunge waschene] Lunge waschene | Lasge waschene] Lunge waschene} [yp 
Lunge Lunge Lunge Lange Lunge Lunge Lunge 
Natiirlic 
38,0 12.8]32,.4 9,3 | 20,5 13,6] 26,3 10,2]21,0 18,5 ]19,9 14,4 137,38 9.1] 381 2 
| 
{} 
| | | 
47,6 16,3]12,3 9,2 [38,6 18,5]34,2 12,3 23,1) 14,1 [30,9 15,7 J384,9 17.4} 527 ” 
| 
a ee : | ial [2 oo 
58,6 19,7] 25,2) 8,5 | 21,5 11,4]29,2 82]18,0) 16,0]23,2 12.5 ]87,2 13.5] 30): 
| | | | 
Kiinstlic tte, 
5 g Lungengewebe + 10 ccm 1° ige Emus kil 
Buttersaut 
| | 
46,9 20,1} 32,2 10,5 | 24,6 12,3]37,2 1251191 14,3]232 — [31,6 20.4] - , 
url 
38,7 18,4] 34,3 12,4 [15,1 9,8] 25,0 10,6] 16,5 11,1]18,9 16,4]34,5 18,6] 414 ~ 
J 
| ; 
32.4 17,2]28,2 9.6 | 27.1 15.6 34,1 11,9] 14,7 12.4]12,9 — 32,6 20.2) — “ 
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‘ines von einem os Meer- : : , 
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rlie ttt 
| 35 - 1349 — [47.1 23,387,208 — 1120 — 12.5 9,2 | 23.5 -- 
| ME) — 120.2 — |42820,4)11.3 — 12,0) — 16,8 7.2 30,2 36,6 
2 284 — [40,1 18,2)202 — 193 — —- — 
tlic tte, 
> kinstlichen Fettes —- 40 ccm Wasser. 
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“ie? — 1388 — 143.6 191] — 133/68 — 8,3 — 18,9 — 
i — 1294 — 1324170] — 126/84 —] 6,1 53 | 241 7 200 
— 13341 — 1393 18,2] — | 103] 7,4) — — — - - 
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t. Aus der Tabelle des Zuwachses an Aciditét in Gegen- 
wart von gewaschenem, normalem Lungengewebe ersieht man. 
dal} die Schweinelunge den bedeutendsten Zuwachs und zwar 
bei Zersetzung sowohl von natiirlichem, als auch von kiinst- 
lichem Fett ergab. Hieraus folgt, da die Schweinelunge jm 
Vergleich zur Lunge anderer Tiere und des Menschen die be- 
deutendste Fettspaltungskraft besitzt. Auf die Schweinelunve 
folgt in bezug auf ihre Aktivitaét gegen natiirliche Fette die 
Schafslunge und gegen ktinstliche Fette die Hundelunge. Die 
Lunge des Menschen nimmt in bezug auf thre Fettspaltungs- 
energie eine mittlere Stellung ein. Wie aus den Versuchen er- 
sichtlich, ist die kindliche Lunge imstande, grdfere Mengen 
natiirlicher und kiinstlicher Fette zu zersetzen, wie die Lunge 
Erwachsener. 

Zum Sehlufi kénnen wir auf Grund der hier veréffent- 
lichten Tatsachen die schon friiher von anderen Forschern 
ausgesprochene Voraussetzung, dah sich in der Lunge_ nicht 
nur der Prozef} der Atmung, resp. des Gasaustausches ab- 
spielet, sondern auch noch eine Reihe anderer Prozesse und 
Reaktionen, welche durch die komplizierten intracelluliéren Vor- 
giinge in derselben hervorgerufen werden, mit Bestimmthei! 
nochmals hervorheben und _ bestiitigen. 























Die Atmungspigmente der Pflanzen. 


Von 
W. Palladin. 


(Pflanzenphysiologisches Institut der Universitat St. Petersburg.) 


(Der Redaktion zugegangen am 22, Februar 1902.) 


Den Anlafi zu der vorliegenden Arbeit gab folgender Ver- 
such: Weizenkeime!) wurden im Verlauf von einem Tage unter 
einer diinnen Wasserschicht eingeweicht, dann mit Wasser und 
Chloroform in Uberschu8 versetzt und bei Zimmertemperatur 
behufs Selbstverdauung belassen. In den ersten Tagen wurden 
keine Veriinderungen wahrgenommen; nach Ablauf von 10 Tagen 
ist die Oberfliiche der Fliissigkeit dunkelbraun geworden: diese 
dunkle Farbung verschwand bei Umriihren. Die oxydierte Schicht 
der Fllssigkeit wurde also durch die Keime wieder reduziert. 
Nach einigem Stehenlassen fiirbte sich aber die oberste Fliissig- 
keitsschicht wieder dunkelbraun: ihre Dicke nahm_ allmihlich 
zu, die unterste Schicht und die Keime selbst blieben dagegen 
farblos. Nach Ablauf von einem Monate wurden die Keime 
abfiltriert; das dunkelgelbe Filtrat ist bei Umriihren und Luft- 
zutritt erst dunkelrot, dann schwarzbraun geworden. Die ab- 
filtrierten und in einer diinnen Schicht ausgebreiteten Keime 
oxydierten sich bei Luftzutritt und nahmen erst eine violette. 
dann dunkelbraune Farbung an. Es hat sich also bei der Selbst- 
verdauung der Keime unter anderen Spaltungsprodukten der 
Kiweibkorper eine (oder mehrere?) Substanz gebildet, die bei 
allmahlicher Oxydation verschiedenartig gefiirbte Pigmente liefert. 
Diese Oxydation kommt unter Mitwirkung der in den Keimen 
vorhandenen Peroxydase zustande. In Weizenkeimen_ bildet 
sich also die chromogene Substanz erst nach erfolgter Selbst- 





') Bezogen von Maggi, Stadtmihle, Ziirich. 
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verdauung, in vielen anderen Pflanzen ist dieselbe in mehr oder 
weniger bedeutender Menge zu jeder Zeit vorhanden. Es geniigt, 
uuf die interessanten Untersuchungen Bertrands!) iiber die 
Laccase hinzuweisen. Dieser Forscher hat nachgewiesen, daj} 
sich im Safte des Lackbaumes ein oxydierendes Enzym, die 
sogenannte Laccase, vorfindet. Laccol wird durch Laccase jn 
ein schwarzes Pigment oxydiert. Bei den Pilzen wird Tyrosin, 
nach den Untersuchungen von Bourquelot und Bertrand,?) 
durch Tyrosinase in ein dunkelbraunes Pigment oxvdiert. 
Tyrosinase wurde ferner durch Harlay,*) Bourquelot und 
Herissey,*) Gessart,®) Epstein®) u. a. untersucht. Gonner- 
mann,’) Bertel’) und Czapek®) nehmen an, daf bei dieser 
Oxy dation Homogentisinsaure als Zwischenprodukt auftritt. Ber- 
trand!®) behauptet, dai die rote bezw. schwarze Farbe des 
Runkelriibensaftes ebenfalls eine Folge der enzymatischen Oxy- 
dation des Tyrosins ist. 

Neuerdings haben Bertrand und Muttermilch!!) Tyro- 
sinase in Weizenkleie gefunden; diese Forscher !*) haben dar- 
getan, dal} die Farbung des Schwarzbrotes (pain bis) von den- 


') G. Bertrand, Annales de chimie et de physique, série 7, Bd. XII. 
S. 115 (1897). 
*) Bourquelot et G. Bertrand, Journ. de pharm. et de chim. (6), 
Bd. II, S. 177 (1896); Bull, de la soc. mycolog. de France, S. 18, 27 
(1896); Bourquelot, ebenda, S.65 (1897); Comptes rendus de la société 
de biologie, S. 811 (1896). 
°) Harlay, Journ. de pharm. et de chim. (6), Bd. IX, S. 225, 424 
(1899), Bd. XI, S. 172 (1900). 
*‘) Bourquelot et Hérissey, ebenda (6), Bd. VIII, S. 1898 (1898). 
5) Gessart, Ann. de l'Institut Pasteur, Bd. XV, S. 593, 817 (1901); 
Comptes rendus de la soc. de biologie (1904). 
| Epstein, Archiv fir Hygiene, Bd. XXXVI, S. 1490. 
‘) Gonnermann, Pfliigers Archiv, Bd. LXXXII, S. 289 (1900). 
‘) Bertel, Ber. d. Deutsch. botan. Gesellsch., 8S. 454 (1902). 
') ree Ber. d. Deutsch. botan. Gesellsch., S. 464 (1902). 
’) G. Bertrand, Comptes rendus, Bd. CXXII, S. 1215 (1896). 
1) = Bertrand et Muttermilch, Comptes rendus, Bd. CXLIV, 
5. on (1907). 
|G. Bertrand et Muttermilch, Comptes rendus, Bd. CXLIV, 


S. 1444 (1907). 
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-elben beiden Prozessen herriihrt, die ich bei der Selbstverdauung 
der Weizenkeime beobachtete: zuerst werden Eiweifstoffe durch 
proteolytisches Enzym gespalten, dann wird ein Spaltungsprodukt, 
Tyrosin, durch Tyrosinase oxydiert unter Bildung von einem 
dunkelbraunen Pigment. Chodat und Staub‘) untersuchten 
die Einwirkung der Tyrosinase auf verschiedene Spaltungs- 
produkte der Eiweifstoffe und auf einige von E. Fischer syn- 
thetisch dargestellte Polypeptide. Soeben sind auch Versuche 
von E. Abderhalden und M. Guggenheim?) iiber die Wirkung 
der Tyrosinase aus Russula delica auf Tyrosin, tyrosinhaltige 
Polypeptide und einige andere Verbindungen unter verschiedenen 
Hedingungen publiziert worden. Die gegenwartig verbreitete 
Ansicht, dafB Schwarzwerden der Pflanzenséfte auf einer Oxy- 
dation des Tyrosins beruht, wird jedoch von E. Schulze’) in 
Abrede gestellt; dieser Forscher hat im Runkelriibensafte weder 
Tvrosin, noch Homogentisinséure gefunden. Auf Grund dieser 
genauen Arbeit glaube ich, daB das Vorhandensein schwarzer 
und roter Pigmente in Pflanzenséften wohl nicht immer auf 
eine Oxydation des Tyrosins zuriickzufiihren ist. 

Welche Bedeutung wird den genannten Pigmenten im 
Pflanzenleben zuteil? Daritiber finden wir in der einschligigen 
Literatur meistens keine bestimmten Hinweise. Viele Forscher 
sind geneigt, die genannten Pigmente schlechthin als Abfalls- 
produkte zu qualifizieren. Pfeffer behauptet, daB es sich hier 
um eine postmortale Erscheinung handelt. «Die lebende Zelle 
darf aber nicht nach den Reaktionen beurteilt werden, die mit 
dem Tode und in den ausgepreften Séften eintreten. Denn so 
gut wie die enzymatische Zerlegung der Glukoside kommen mit 
solecher Mischung auch z. B. erst die Oxydationen zustande, 
durch welche u. a. die Safte von Monotropa, Faba usw. sich 
dunkel fiirben. Diese postmortalen Oxydationen scheinen all- 
gemein durch bestimmte Stoffe vermittelt zu werden, die man 





1) Chodat et Staub, Archives des sciences phys. et naturelles (4), 
Bd. XXIII (1907); Bd. XXIV (1907). 

2) E.Abderhalden u. M. Guggenheim, Diese Zeitschrift, Bd. LIV, 
S. 331, 1908. 

*) E. Schulze, Diese Zeitschrift, Bd. L, S. 508 (1907). 
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vorliufig als Oxydasen zusammenfassen kann. Nach ander- 
weitigen Erfahrungen kann es nicht tiberraschen, daf} bestimmie 
Ko6rper vielleicht nur produziert werden, um erst nach dem 
Tode zu wirken.»!) Nur Reinke?) hat schon lingst die grolje 
physiologische Bedeutung der uns interessierenden Pigmente 
beriicksichtigt. Reinke bezeichnet diese Stoffe als «Autoxy- 
datoren» und schreibt ihnen grofe Bedeutung im Atmungs- 
prozesse zu: «Daf derartige Stoffe, die, wenn sie auch nur in 
geringer Menge im Protoplasma gebildet werden, durch ihre 
eigene Oxydation auch die Verbrennung schwieriger oxydierbarer 
Stoffe einleiten kénnen, hat Moritz Traube hervorgehoben, 
und es bildet diese Tatsache die Grundlage der von ihm aut- 
gestellten Theorie der Atmung.%) Im AnschluB daran habe ich 
die Vorstellung entwickelt, daB solche Stoffe, wie das Rhodogen, 
welche sich direkt mit dem Sauerstoff der Luft verbinden 
kénnen, im Protoplasma entstehen und bei ihrer Oxydation., 
wie alle Autoxydatoren dies tun, zugleich atomistischen Sauer- 
stoff erzeugen, der nun seinerseits imstande ist, Kohlenhydrate, 
Fette oder Séiuren direkt zu verbrennen.»+*) Diese Ansicht 
mul} nun auf Grund der gegenwirtig bekannt gewordenen Tat- 
sachen in zwei Beziehungen modifiziert werden: erstens gehen 
diese Pigmente nicht direkt, sondern durch Vermittelung de! 
Oxydase mit dem Sauerstoff der Luft Verbindungen ein, zweitens 
werden durch die genannten Pigmente nicht direkt Kohlen- 
hydrate oxydiert, sondern deren Spaltungsprodukte, die ohne Kin- 
griff des molekularen Sauerstoffs erzeugt werden. Der Atmungs- 
prozel} ist also in Wirklichkeit bedeutend komplizierter, als es 
den Anschauungen Reinkes nach der Fall sein sollte. 

Bei der Erforschung der physiologischen Bedeutung de 
genannten Pigmente mul} in Betracht gezogen werden, dal diese 
sich in lebenden Pflanzen nicht auffinden lassen; meist ers! 
nachdem die Pflanze ohne Zerstérung der oxydierenden Enzyme 


') Pfeffer, Pflanzenphysiologie, 2. Auflage, 1, S. 553. 

*) Reinke, Diese Zeitschrift, Bd. VI, S. 263 (1882), und Botanisc!e 
Zeitung, S. 63 (1883). 

*) M. Traube, Gesammelte Abhandlungen, 8. 396 ff. 

‘) Reinke, Einleitung in die theoretische Biologie, S. 281 (190! 
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getOtet wird (was sich entweder durch Zerreiben, oder durch 
Erfrieren!) bewerkstelligen laBt), kommen die Pigmente zum 
Vorschein. Dies ist die Ursache davon, dal} diese Substanzen 
als Abfallsstoffe betrachtet wurden. Es liegt wohl die Annahme 
nahe, dab Pigmentbildungen als reversible Reaktionen aufzu- 
fassen sind, dafi folglich ein in der lebenden Zelle gebildetes 
Pigment sofort wieder reduziert wird, indem es den gebundenen 
Sauerstoff auf andere Stoffe tibertragt und auf diese Weise in 
einer lebenden Zelle niemals angehiiuft werden kann. Wird 
aber mit dem Tode der Zelle die Tiitigkeit der Oxydase ver- 
stiirkt, oder diejenige reduzierender Stoffe gehemmt, so kommt 
dadurch eine rasche Anhiufung des Pigmentes zustande.?) 

Die von mir ausgefiihrten Versuche zeigen, dai Atmungs- 
pigmente tatsachlich reduziert werden, wie dies schon Reinke®) 
hervorhob. Weizenkeime wurden nach einer 2 Monate dauern- 
den Selbstverdauung in Chloroformwasser, bei Luftzutritt, ab- 
liltriert. Das dunkelbraune Filtrat konnte durch Ammoniumsultid 
und durch schweflige Saure teilweise reduziert werden, beson- 
ders gut und schnell aber durch Zinkstaub in Gegenwart der 
Kssigséure; es wurde dabei eine strohgelbe Losung erhalten, 
deren Oberfliche sich bei Luftzutritt wieder dunkel fiarbte. be- 
hufs L6sung der Frage, ob man hier wirklich mit einem Autoxy- 
datoren, d. h. mit einem den molekularen Sauerstoff selbstiindig 
absorbierenden Stoffe zu tun hat, wurde eine andere Portion 
des dunkeln Filtrates ausgekocht und der dabei entstandene 
Kiweibniederschlag abfiltriert. Das ausgekochte Pigment ver- 
hielt sich gegeniiber Ammoniumsulfid, schwefliger Siiure und 
Zinkstaub in essigsaurer LOsung ebenso wie das nicht ausge- 
kochte. Ein wesentlicher Unterschied bestand aber darin, dab 
eine ausgekochte und durch atomistischen Wasserstolf reduzierte 

1) Palladin, Diese Zeitschrift, Bd. XLVII, S. 407 (1906). 

*) Ich habe Griinde zugunsten der Annahme, dafv mit dem Tode 
das Gleichgewicht der Enzymreaktionen hauptsachlich durch Verstarkung 
der Oxydasenwirkung, nicht aber durch Hemmung der TAatigkeit redu- 
zierender Stoffe gestért wird. In einer bald zu erscheinenden Arbeit 
werde ich die Verstirkung postmortaler Oxydasenwirkung nialher er- 
liutern. In der lebenden Pflanze wird die Oxydasentitigkeit gemildert. 

5) Reinke, Diese Zeitschrift, Bd. VI, 5. 270 (1882). 
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Losung sich bei Luftzutritt nicht wieder oxydierte. Eine Oxy- 
dation erfolgte erst nach Zusatz der nach dem Verfahren yon 
Chodat und Bach aus Meerrettig dargestellten Peroxydase 
und des Wasserstoffsuperoxyds. Ich erhielt dabei eine rote 
Losung; Schwarzwerden wurde nicht wahrgenommen. Das 
Atmungspigment der Weizenkeime wird also nicht 
unmittelbar durch molekularen Sauerstoff oxydiert: 
diese Oxydation kommt nur in Gegenwart einer Oxy- 
dase zustande. 

Werden etiolierte Weizenkeimlinge mit Chloroformwasser 
versetzt und im Verlauf von einigen Tagen einer Selbstver- 
dauung unterworfen, so fiarbt sich die Oberflache der Fliissic- 
keit zuerst rosarot, dann violettbraun, die untere Masse bleibt 
dagegen farblos. Hier bildet sich also auch ein Chromogen, 
aus welchem bei Luftzutritt ein Pigment entsteht: letzteres wird 
durch atomistischen Wasserstoff ebenfalls reduziert. Wird der 
Kolben ausgekocht, so farbt sich das gelbe Filtrat bei Lutt- 
zutritt diuferst langsam, nimmt aber schnell eine rote Farbung 
nach Zusatz des Wasserstoffsuperoxyds und der Meerrettigper- 
oxydase. Braune Pigmente der Kartoffelknollen und des Pilzes 
Agaricus campestris werden ebenfalls durch Wasserstoff in 
statu nascendi reduziert. Kartoffelknollen und Agaricus cam- 
pestris liefern nach Auskochen mit Wasser gelbe oder hell- 
braune Filtrate, die durch Wasserstoffsuperoxyd und Meerrettig- 
peroxydase sehr wenig oxydiert werden kénnen; die oxydie- 
renden Enzyme der genannten Objekte scheinen also von der 
Meerrettigperoxydase verschieden zu sein. 

Die oben beschriebenen Atmungspigmente koénnen nicht 
nur durch entsprechende Chemikalien, sondern auch durch die 
Pflanzen selbst reduziert werden. Die bei der Selbstverdauung 
der Weizenkeime entstehende braune Zone verschwindet bei 
Umriihren; die von den Weizenkeimen abfiltrierte dunkelbraune 
Fliissigkeit wird durch Weizenkeime bei Sauerstoffabschluf in 
eine hellgelbe Lésung reduziert. Die diesbeziiglichen Versuche 
wurden folgendermafen ausgefiihrt: in Wasser eingeweichte 
Weizenkeime wurden in geriumige Reagenzglaéser hineingetan 
und mit einer dunkelbraunen Lésung des Atmungspigmentes 
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iibergossen; dann wurden einige Tropfen Chloroform zugegeben 
und das Reagenzglas verschlossen. Damit keine Luftblase im 
Reagenzglas zurtickbleibt, wird letzteres mit der Loésung bis 
zum Rande angefiillt, dann wird ein Zwirnfaden in die Fliissig- 
keit auf ein paar Zentimeter eingeftihrt und nun der Stipsel 
eingesetzt. Der Uberschu8 der Fliissigkeit flieSt dabei durch 
den Zwirn heraus; alsdann wird der Zwirnfaden herausgezogen 
und das Reagenzglas bleibt verschlossen, ohne dab eine einzige 
Luftblase unter dem Stdpsel bleibt. Nach Ablauf von einigen 
Tagen wird das Pigment durch die mit Chloroform getéteten 
Keime reduziert und die Losung entfarbt. Die Fliissigkeit bleibt 
so lange farblos, bis die Selbstverdauung der Weizenkeime nur 
in Gegenwart des Chloroformwassers erfolgt. Nach dem Offnen 
des Reagenzglases werden erst die Oberfliiche, dann aber auch 
die unteren Schichten der Flissigkeit rot gefirbt. 

Aus obigen Versuchen ist ersichtlich, dafi Atmungspig- 
mente nicht nur durch verschiedene Chemikalien, sondern auch 
durch die mit Chloroform getéteten Pflanzen reduziert werden 
kénnen. Es miissen also speziell dazu bestimmte Enzyme, die 
sogenannten Reduktasen, auch in Pflanzen vorkommen. Das 
Vorhandensein der genannten Enzyme in Tiergeweben ist eine 
durch die Arbeiten Ehrlichs!) und anderer Forscher bereits 
festgestellte Tatsache. Nicht so in betreff der Pflanzen, denn 
cegenwartig wird die Aufmerksamkeit der Physiologen haupt- 
sichlich auf Oxydasen gerichtet, denen grofere Bedeutung bei 
den Oxydationsprozessen zugeschrieben wird, als es in Wirk- 
lichkeit der Fall zu sein scheint. Nur die reduzierenden Eigen- 
schaften der Bakterien wurden Gegenstand zahlreicher Unter- 
suchungen.?) M. Hahn hat eine Reduktase in der Hefe aufge- 
funden;3) hinsichtlich der Samenpflanzen verfiigen wir jedoch 





1) Ehrlich, Das Sauerstoffbediirfnis des Organismus. Eine farben- 
analytische Studie (1885). 

*) Beyerinck, Archives Néérlandaises, série 2, Bd. IX, S. 131 
(1904), 

°) E. Buchner, H. Buchner und M. Hahn, Zymasegiirung, S. 541 
1903). 












214 W. Palladin, 








nur liber sparliche Andeutungen; so hat z. B. Rey-Pailhade!) 
darauf hingewiesen, dafi Pflanzenzellen unter Umstiénden redy- 
zierendes Vermodgen besitzen; Rey-Pailhades Philothion js 
offenbar nichts anderes als eine Reduktase: zu derselben Kate- 
gorie der Erscheinungen ist auch die von Loew beobachtete 
teduktion der Silbersalze durch Protoplasma beizuziihlen. 
Mit dem Zwecke, unsere liickenhaften Kenntnisse iiber die 
teduktasen der Samenpflanzen etwas zu erweitern, habe ich 
einige Versuche ausgefiihrt, deren Beschreibung nunmehr folet. 
Zum Nachweis der Reduktasen bediente ich mich einiger Jeich 
zu reduzierender Stoffe, wie z. B. Methylenblau, Alizarinblau S. 2) 
Indigotin, Indigokarmin, indigschwefelsaures Natrium, Azolitmin, 
Hiimatoxylin in alkalischer Losung, Alkannin, *) essigsaures Rosa- 
nilin,) selenigsaures Natrium.®) In Wasser eingeweichte W eizen- 
keime wurden lebend oder erfroren mit einigen Tropfen Chloro- 
form in grobe Reagenzgliiser hineingetan und mit einem der 
genannten Reagenzien tibergossen. Die Reagenzglaser wurden 
dann nach dem oben beschriebenen Verfahren luftdicht ver- 
schlossen. Nach Ablauf von 1—2 Tagen (je nach der Kon- 
zentration des betreffenden Farbstoffes) wurde die Lisung ent- 
fiirbt: nach dem Offnen der Reagenzgliser kam eine Oxydation 
zustande, und die LOsungen nahmen wieder thre urspriingliche 
Farbe an. Nach einer sehr lange dauernden Sauerstoffent- 
ziehung ging die Fiihigkeit, sich bei Luftzutritt zu regenerieren, 
bei einigen Pigmenten (Methylenblau, Azolitmin, Hamatoxylin 
verloren; andere (wie z. B. indigschwefelsaures Natrium) lieferten 
dagegen selbst nach einem sehr lange dauernden Sauerstoll- 
abschlufi wieder sch6n gefirbte Loésungen. Besonders schnell 





') Rey-Pailhade, Comptes rendus, Bd. CVI, 5. 1683; Bd. CXVII. 
S. 1201; Comptes rendus de la société de biologie, Bd. XLVIII, S. 47: 
(1896); Bd. XLIX, S. 334, 519, 670 (1897); Bd. L, S. 372, 1153 (189% : 
Pozzi-Escot, Etat actuel de nos connaissances sur les oxydases et les 
reductases, Paris, 1902. 

2) Ehrlich, Sauerstoffbediirfnis usw. 

*) Reinke, Diese Zeitschrift, Bd. VI, S. 271 (1882). 

4) Miller, Zentralblatt fiir Bakteriologie, Bd. XXVI, S. 51, 801 (15! 

‘) Scheurlen, Zeitschrift fiir Hygiene, Bd. XXXII, S. 135 (1900 


Klett, ebenda, 5. 137. 
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wurden Methylenblau und Indigopigmente entfiirbt. Essigsaures 
Rosanilin wird sehr wenig reduziert. Eine durch Bakterien 
reduzierte farblose Losung des selenigsauren Natriums scheidet 
metallisches Selen als roten Niederschlag aus. Weizenkeime 
erzeugten ebenfalls eine orangerote Fiallung in grofber Menge. 

Durch obige Versuche mit Farbstoffen wird die Anwesen- 
heit der Reduktasen in Samenpflanzen festgestellt. Diese En- 
zyme reduzieren die Atmungspigmente und dirfen also bei dem 
Studium der Atmungs- und Girungsprozesse nicht auber acht 
gelassen werden. Auch ist es ersichtlich, dab beide genannten 
Prozesse bedeutend komplizierter sind, als es auf Grund der 
bis heute bekannt gewordenen Tatsachen der Fall zu sein schien. 

Bei dem Atmungsprozesse werden Oxydasen, Atmungs- 
pigmente, Reduktasen, Katalase und anaerobe Enzyme (Zymase) 
in Mitleidenschaft gezogen. Der primiire Grundprozeb, bei wel- 
chem freie Energie gelést wird, ist bei Pflanzen, ebenso wie 
bei Tieren eine anaerobe Spaltung komplizierter organischer 
Verbindungen auf einfachere Kérper. Dieser ProzeB wird durch 
besondere anaerobe Enzyme hervorgerufen. Von den anaeroben 
Prozessen ist bei Samenpflanzen die Alkoholgaérung am meisten 
verbreitet und es liegt die Annahme nahe, dafi die Alkohol- 
girung selbst nicht eine einfache, sondern komplizierte Erschei- 
nung ist. E. Buchner?!) und Stoklasa?) nehmen an, dal bet 
der Alkoholgirung Milchsiiure als Zwischenprodukt auftritt. In 
einer gemeinsam mit Kostytschew*) publizierten Arbeit haben 
wir darauf hingewiesen, dai getOtete Pflanzen in sauerstoff- 
freien Medien unter Umstiinden eine Kohlensiéureproduktion 
ohne Alkoholbildung bewirken. Ich halte es fiir wohl moglich, 
dafi hier ein Anfangsstadium der Alkoholgiirung vorliegt. Das 
CO,-Produktion ohne Alkoholbildung bewirkende Enzym habe 
ich Carbonase benannt. Zugunsten dieser neuen Bezeichnung 
sprechen die Resultate letzterer Arbeiten Kostytschews.*) 


1! E. Buchner und Meisenheimer, Chem. Berichte, Bd. XXXVII, 
>. 417 (1904) und Bd. XXXVIII, S. 620 (1905). 

*) Stoklasa, Diese Zeitschrift, Bd. L (1907) und frithere Arbeiten. 

*) Palladin und Kostytschew, Diese Zeitschrift, Bd. XLVIII, 
>. 214 (1906). 

‘) Kostytschew, Botanische Berichte, Bd. XXV, S. 188 (1907). 
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Dieser Forscher hat gefunden, dafi lebende Fruchtkérper yoy, 
Agaricus campestris und ebenso der aus denselben nach 
KE. Buchners Methode dargestellte Prefsaft in sauerstofifreien 
Medien eine lebhafte CO,-Produktion ohne gleichzeitige Alkoho!- 
bildung bewirken. Auch in der Hefe wird Zuckerspaltung nicl 
durch Zymase allein bedingt, denn Reduktase und Katalase 
sind in der Hefe reichlich vorhanden und bleiben freilich nich: 
ohne EinfluB auf den anaeroben SpaltungsprozeB des Zuckers 
unter Bildung von Kohlenséure und Athylalkohol. Nicht nur 
in lebender Hefe, sondern auch in kauflichem Zymin habe ich 
immer Keduktase und Katalase in grofen Mengen gefunden. 
Reduktasen sind den anaeroben Enzymen beizuziihlen, denn sie 
werden besonders hiufig bei Organismen aufgefunden, die einen 
mehr oder weniger betriichtlichen Teil ihres Lebens bei Sauer- 
stoffmangel verbringen, namentlich bei Hefe und Bakterien. 
Die Reduktasen bewirken nicht nur die Sauerstoffiibertragung 
von einem Stoffe zu dem andern, sondern auch die intramole- 
kulare Sauerstoffiibertragung von Kohlenstoff zu Wasserstolf, 
wobei Freiwerden von Energie erfolgt. 

Kbenso ist Katalase ein anaerobes Enzym, denn sie findet 
sich auch in sehr betriichtlicher Menge in anaeroben Organismen., 
wie z. B. in lebender Hefe und in den kéuflichen Zyminpraparaten. 

Der das Freiwerden der Energie bedingende Prozel (wie 
z. B. Alkoholgiirung) wird also bei dem anaeroben Pflanzen- 
leben durch dreierlei Arten der Enzyme hervorgerufen: durch 
anaerobe Enzyme im engeren Sinne des Wortes (Zymase), 
durch die Reduktase und durch die Katalase. Bei Sauerstoll- 
zutritt werden die Spaltungsprodukte des anaeroben Stoll- 
wechsels weiter oxydiert. Es bleibt noch dahingestellt, ob nur 
fertige Spaltungsprodukte (wie z. B. Alkohol) der Oxydation 
anheimfallen, oder ob bei Sauerstoffzutritt tiberhaupt kein A!- 
kohol gebildet wird, indem anderweitige Zwischenprodukte oxy- 
diert werden, Diese Oxydation muf ebenfalls unter Mitwirkung 
der Reduktasen stattfinden. Den Zusammenhang der Oxydations- 
prozesse stelle ich mir folgendermafen vor. Der molekulare 
Sauerstoff wird durch Oxydasen (Laccase, Tyrosinase, 
Peroxydase) nur auf Chromogen tibertragen. Dam! 
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ist die Rolle der Atmungsoxydasen erschépft. Bertrand hat 
nachgewiesen,!) dai das Oxydationsvermodgen der Pflanzenoxy- 
dasen sehr beschriinkt ist. «Les corps nettement attaquables 
par la lacasse sont ceux, qui, appartenant a la serie benzenique, 
possedent au moins deux des groupements OH ou NH, dans 
leur noyau et dans lesquels ces groupements sont situés les 
unes par rapport aux autres soit en position ortho, soit surtout 
en position para». Die meta-Verbindungen wurden iuberst 
schwer oxydiert. So haben z. b. Hydrochinon, Pyrokatechin 
und Resorzin in Gegenwart der Laccase folgende Sauerstotff- 
mengen konsumiert. *) 

Hydrochinon (Paradiphenol) = 32,0 

Pyrokatechin (Orthodiphenol) 17,4 

Resorzin (Metadiphenol) 0,6. 

Es ist dabei bemerkenswert, daB auch solche Stoffe, deren 
Qxydation durch die Oxydase moglich ist, niemals zu CO, und 
HO verbrannt, sondern nur unvollsténdig oxydiert werden; das 
Endprodukt dieser Oxydation scheint immer ein gefarbter Kérper, 
d.h. ein Pigment zu sein. So wird z. B. Hydrochinon nur zu 
rotem Chinon oxydiert, unter Sauerstoffabsorption und Wasser- 
bildung: C,H,O, -+- O = C,H,O, + H,O. 

Pyrogallol wird nur zu rotem Purpurogallin unter Sauer- 
stoffabsorption und Kohlensiiureabscheidung oxydiert. Laccol 
wird zu schwarzem Lack oxydiert. Eine durch unvollstan- 
dige Oxydation verschiedener organischer Verbindungen ent- 
stehende Pigmentbildung liegt allen Farbenreaktionen der Oxy- 
dasen zugrunde. Aus allen bis heute bekannt gewordenen Tat- 
suchen ist also ersichtlich, daB das Oxydationsvermégen der 
Atmungsoxydasen sehr beschrankt und zwar nur auf Pigment- 
bildung zuriickzuftihren ist. Die Atmungsoxydasen sind 
als pigmentbildende Enzyme aufzufassen. Nach _ ver- 
geblichen Versuchen, Traubenzucker durch Laccase zu oxy- 
dieren, kam Portier’) sogar zu dem Schlusse, dai Oxydasen 

>) & Bertrand, Comptes rendus, Bd. CXXIUI, S. 1132 (1896). 

2) G. Bertrand, Annales de chimie et de physique, 7¢ série, 
Bd. XU, $. 131 (1897). 

*) Portier, Les oxydases dans la série animale. Leur role physio- 
iogique. Paris, 1897. 
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nur als Schutzstoffe fungieren, indem sie bei Verwundungen 
Lackbildung bewirken behufs Heilung der Wunde. 

Meine Untersuchungen tiber die Atmung erfrorener Pflanzey 
zeigen, das die Oxydasen nicht imstande sind, Oxydations- 
erscheinungen in Pflanzen zu bewirken. So produzieren z. |}. 
erfrorene Weizenkeime dieselben Mengen CO, bei Sauersto!}- 
zutritt wie bei Sauerstoffabschlufh:!) die Gesamtmenge der in 
diesem Falle gebildeten CO, ist also anaerober Herkunft. In 
einer gemeinsam mit Kostvtschew ausgefiihrten Arbeit?) haben 
wir alsdann nachgewiesen, dal die genannte CO,-Produktion 
mit der Alkoholgiirung identisch ist. Erfrorene Weizenkeime 
erzeugen also lebhafte Alkoholgérung, sind aber nicht imstande, 
obschon sie tber bedeutende Mengen der Peroxydase verfiigen, 
Kohlensiiure als Resultat der Sauerstoffabsorption zu bilden. 
Dali die Peroxydase durch Erfrieren der Keime nicht zerstir' 
worden war, ist daraus ersichtlich, dab erfrorene Keime unter 
Zusatz von Pyrogallol und Wasserstoffsuperovd sehr bedeutende 
Mengen CO, bildeten; eine derartige CO,-Produktion ist aber 
keineswegs als Atmung aufzufassen, sie gibt nur tiber die re- 
lative Menge der vorhandenen Peroxydase AufschluS. In der- 
selben gemeinsam mit Kostytschew ausgefiihrten Arbeit haben 
wir dargetan, daB erfrorene Erbsensamen bei Luftzutritt anaerob 
bleiben und starke Alkoholgarung bewirken. Lebende Erbsen- 
samen bilden dagegen Alkohol nur bei Sauerstoffabschlub. Da- 
durch wird es klar gemacht, dali der Atmungsprozef nicht nur 
durch die Tétigkeit der Peroxydase hervorgerufen wird: es 
verfiigen niimlich weder Weizenkeime noch Erbsensamen tiber 
vorratiges Atmungspigment. Die tiber bedeutende Mengen des 
Atmungschromogens verfiigenden etiolierten Bohnenblatter sche- 
den bei SauerstoffabschluB viel Kohlenséure aus und bleiben 
dabei gelblich gefirbt. Nach dem Aufhéren der anaeroben 
CO,-Produktion der Bohnenblitter leitete ich einen Luftstrom 
durch den Apparat: dabei erfolgte wiederum starke CO,-Pro- 
duktion und zugleich eine Oxydation des Chromogens. [ic 


‘') Palladin, Diese Zeitschrift, Bd. XLVII, S. 407 (1906). 
*/ Palladin und Kostytschew. Diese Zeitschrift, Bd. XLVIII. 
S. 214 (1906); Berichte der botan. Gesellsch., S. 51 (1907). 
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litter fiirbten sich nach und nach und sind schlieblich voll- 
stiindig schwarz geworden; zu dieser Zeit war auch die CO,- 
Produktion zu Ende. Eine Reduktion des Pigmentes wurde 
bei erfrorenen blittern nicht wahrgenommen. Die Sauerstolf- 
atmung erfrorener latter wurde offenbar dadurch erméglicht, 
dab ein Atmungschromogen vorriitig war. Die Oxydationsprozesse 
der Pflanzen scheinen also héchst komplizierte Erscheinungen 
zu sein, die von verschiedenen Faktoren abhiingig sind. 

Aus obiger Darlegung ist der Schlufi} zu ziehen, da’ die 
funktion der Atmungsoxvdasen sich folgendermafen priizisieren 
iBt: Die Oxydasen absorbieren molekularen Sauer- 
stoff und tibertragen ihn alsdann auf die Atmungs- 
chromogene. Einige Oxydasen machen es selbstindig (Laccase), 
andere dagegen (Peroxydase) bediirfen der Anwesenheit eines 
Superoxyds (Oxygenase). 

Die im Atmungsprozesse mit den Oxydasen zusammen- 
wirkenden Atmungspigmente sind in lebenden Pflanzen als farb- 
lose Chromogene enthalten. Zum Nachweis der Atmungspigmente 
ist eine Steigerung der Oxydationsprozesse oder eine Hemmung 
der Reduktionsprozesse erforderlich. Als Objekte kénnen_ be- 
nutzt werden: weife Zuckerriibe, Kartoffelknollen, Agaricus 
campestris, Keimlinge von Vicia Faba. Der Saft dieser Pflanzen 
firbt sich erst rot, dann aber schwarz. Die Bildung des roten 
Atmungspigmentes kann bei diesen Pflanzen mikroskopisch be- 
obachtet werden, indem man Schnitte mit Wasserstoffsuper- 
oxyd bearbeitet. Da das fragliche Pigment ein Abbauprodukt 
der EiweiBkorper ist, so muB bei vielen zu untersuchenden 
Pflanzen eine weitgehende Eiweifispaltung stattfinden; dieselbe 
wird dadurch herbeigefiihrt, daB man die Versuchsobjekte bei 
untiseptischer Versuchsanstellung einer Selbstverdauung unter- 
wirft. Zu derartigen Objekten gehoren Weizenkeime und Weizen- 
keimlinge. 

Es gibt noch eine Kategorie der Pflanzen, die selbst nach 
erfolgter Selbstverdauung beinahe farblose Siafte liefern, denn 
da die Oxydation der betreffenden Chromogene durch Peroxy- 
dase allein nicht mdéglich ist, so bedarf es dazu noch der An- 
wesenheit von einem Superoxyd. Nach Zusatz von Wasser- 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. LV. 1d 
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stoffsuperoxyd tritt Rotfiirbung ein. Als Beispiel dieser Art mégen 
gewOhnliche Lauchzwiebeln dienen. Die Pigmentbildung wird 
unter Umstiinden durch schwach alkalische Reaktion der Fliissiv- 
keit befordert. 

Zu den Atmungspigmenten sind auch verschiedene in deny 
Pflanzen vorkommende Farbstoffe zu zahlen. Verschiedene 
Farbstoffe hoherer Pilze!) gehéren zweifellos zu den Atmungs- 
pigmenten; eine derartige Vermutung wurde z. B. von Nadson 
ausgesprochen, der die Annahme fiir moglich hielt, daB eine 
enzymartige Eiweifsubstanz den molekularen Sauerstoff auf das 
Chromogen tibertriigt. 

Zu derselben Kategorie gehdren auch die Flechtenfarb- 
stolfe:?) es gentigt, nur auf die so leicht stattfindende Reduktion 
des Azolitmins hinzuweisen. Von den Samenpflanzen sind dic 
sogenannten Indigopflanzen zu_ beriicksichtigen.*) Von _ Isatis 
alpina schreibt Breaudat*) wohl zutreffend: «Cette plante 
contient une diastase hydratante (Indoxylase Beverincks) et 
une oxydase. Kn présence de l’eau la premiére dédouble Vindican 
en indigo blanc et indiglucine, la deuxieme oxyde lindigo blanc 
et le transforme en indigo bleu, & la faveur d'un alcali.» Meine 
mit Phajus maculata ausgefiihrten Versuche zeigten, dal die 
Knollen eine scharfe Oxydasenreaktion mit Guajakol und Wasser- 
stoffsuperoxyd liefern. Werden Schnitte aus Knollen mit Wasser- 
stoffsuperoxvd behandelt, so erfolgt schnell ein Blauwerden der 
Schnitte. Eine derartige Behandlung der aus Wurzeln ange- 
ferligten Schnitte hatte kein Blauwerden zur Folge. Dab aber 
auch in Wurzeln nach erfolgter Selbstverdauung unter sterilen 
Bedingungen und bei Luftzutritt Indigo gebildet wird, ist aus 
folgendem Versuche ersichtlich. Die Wurzeln wurden mit Chloro- 


') Zopf, Schenks Handbuch der Botamik, Bd. IV, S. 418 (1800): 
Nadson, «Die Pigmente der Pilze», 1891 (russisch); Czapek, Biochemie 
der Ptilanzen, Bd. II, S. 496 (1905). 

*) Czapek, Biochemie der Pflanzen, Bd. Il, S. 501 (1905). 

*) Molisch, Wiesners Rohstoffe des Pflanzenreiches, 2. Auil., 
Bd. I, S. 423 (1900); Czapek. Biochemie, Bd. II, S. 361; Behrens, 
Lafars Technische Mykologie, Bd. I, S. 647 (1907). 

*) Breaudat, Comptes rendus, Bd. CXXVII, S. 769 (1893). 
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form in einen Kolben hineingetan und der Kolben wurde zu- 
cepfropft: am zweiten Tage hat sich in den oberfliichlichen 
Zellen viel blaues Indigo gebildet; die Menge des Farbstoffes 
nahm allméhlich zu. Molisch beobachtete, da8 Indigobildung 
durch die Einwirkung von Alkoholdampf hervorgerufen wird. ') 
Ks scheint mir kaum zweifelhaft zu sein, da’ durch kiinftige 
(ntersuchungen der Nachweis daftir erbracht werden wird, dab 
Aloin,?) Hamatoxylin, der rote Farbstoff der Cinchonarinden, *) 
Luteophyllin*) und viele andere Pflanzenfarbstoffe als Atmungs- 
pigmente anzusehen sind. In der lebenden Pflanze sind diese 
als farblose Chromogene vorhanden; doch gibt es auch unter 
normalen Verhiiltnissen gefirbte Farbstoffe, wie z. B. die Farb- 
stoffe der roten Riibe und des roten Kohls. Bei einer Selbst- 
verdauung unter Sauerstoffmangel werden die genannten Farb- 
stoffe bedeutend entfiirbt, doch tritt bei Umriihren der Filtrate 
wieder Rotfarbung ein. Die beiden genannten Pigmente werden 
durch Zinkstaub in essigsaurer LOsung reduziert; die reduzierten 
Losungen fiirben sich bei Luftzutritt wieder rot. Daraus ist der 
SchluB zu ziehen, daf die genannten Pigmente, denen vielleicht 
noch viele andere beizuziihlen sind, als Sauerstoffspeicher 
anzusehen sind. Sollte dies wirklich der Fall sein, so mul} bei 
SauerstoffabschluB bezw. bei gesteigerter Lebenstiétigkeit (bei 
Keimung) eine Entfiirbung der roten Riibe stattlinden. Die LOsung 
dieser Frage bleibt zukiinftigen Untersuchungen vorbehalten. 

Siimtliche Atmungspigmente der Pflanzen schlage ich vor, 
ohne Riicksicht auf derenchemische Struktur, als Phytohimatine 
zu bezeichnen; dadurch wird die Identitiét ihrer physiologischen 
Bedeutung mit derjenigen des Bluthaématins hervorgehoben. 

Auf Grund der oben entwickelten Anschauungen wird der 
Atmungsprozef der Pflanzen durch folgendes Schema dargestellt: 

') Molisch, Sitzungsberichte Wiener Akad. I. Abt., Bd. CII, 5. 272 
1893). 

*) Molisch, Studien tiber den Milchsaft und Schleimsaft der 
Pflanzen, S. 105 (1901). 

3) Tschirch, Schweiz. Wochenschr. f Chem. u. Pharm., Bd. XLVI, 
>. 501 (1905), (zitiert nach Lafar, Technische Mykologie, Bd. I, 5. 683). 


, 


*) Molisch, Studien tiber den Milchsaft usw., 5. 94. 
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Sekundire Prozesse 
Primadre Prozesse Luftsauerstoff 
Anaerobe Enzyme (Zymase u. a.) Atmungsoxydasen 
Katalase, Reduktase -—— Phytohimatine 


Garungsprodukte omnemel> Atmungsprodukte 

(Alkohol und andere Stoffe). (CO,, H,O). 

Auf diese Weise wird die Lehre von einheitlicher Atmung 
der Pflanzen und der Tiere aufgestellt. Es ist zwar bis heute 
die Ansicht vorherrschend, dafi bei hoheren Tieren der mole- 
kulare Sauerstoff unmittelbar durch das Hamochromogen des 
Hiimoglobins absorbiert und zur Bildung des Himatins verwendet 
wird: nachdem aber Oxydasen im Blute aufgefunden worden 
waren, scheint es wahrscheinlicher zu sein, daB der molekulare 
Sauerstoff durch Oxydasen auf das Haimochromogen tibertragen 
wird. Bredig schreibt: «Das Oxyhémoglobin spielt also bei 
den Oxydationen im Blutlauf nicht die Rolle des Sauerstotf- 
katalysators, sondern nur die des Sauerstoffspeichers, wie etwa 
das Wasserstoffsuperoxyd bei der Oxydation des Indigos. Die 
eigentlichen Sauerstoffiibertriager sind nach dem heutigen Stande 
der Forschung die neben dem Oxyhiamoglobin vorhandenen 
Oxydationsfermente, welche im Stroma und in den Geweben 
enthalten sind und welche dieselbe Rolle spielen, wie das kata- 
lysierende Platin bei der Oxydation des Indigos. » !) 

Niedere Tiere stehen den Pflanzen noch naher;?) das Blut 
der niederen Tiere ist an und fiir sich farblos, nur bei Luft- 
zutritt wird es, gewiS unter Mitwirkung der Oxydasen, gefarbt. 
Auch sind die Blutfarbstoffe der niederen Tiere, ebenso wie 
diejenigen der Pflanzen verschiedenartig gefiirbt und zusammen- 
gesetzt. Danach halte ich die Annahme fiir wohl berechtigt, 
dafi der Zellsaft der Pflanzen als Pflanzenblut betrachtet 


werden kann. 


') Bredig, Anorganische Fermente, 8. 87 (1901). 
*) Otto v. Fiirth, Vergleichende chemische Physiologie der niederen 


Tiere. S. 43. Jena 1903. 





Demnachst beginnt zu erscheinen: 


Zeitichritt 
fiir biologifche Cechnik 
und Methoodik. 


Unter Mitwirkung von Fachgenossen 
herausgegeben von 


Dr. MARTIN GILDEMEISTER 


Privatdozenten der Physiologie in Strasburg i. E, 


Originalartikel des ersten Heftes: —_—_ 


Prof. J. Rich. Ewald (Physiol. Inst. Strafsburg): Uber Verwendung rotierender 
Spiegel zu physiologischen Untersuchungen, I, Das Zykloskop. Mit 3 Figuren. 

Dr. W. Berndt {Zoolog. Inst. Berlin): Apparat zum Aufhingen und Aufbe- 
wahren von Wandtafeln. Mit 5 Figuren. 
Prof. T. Thunberg (Physiol. Inst. Lund): Uber die Anwendung eines Platin- 
brenners zum Schreiben auf Glas und fiir ahnliche Zwecke, Mit 1 Figur. 
Prof. Wilh. Roux (Anatom. Inst, Halle): Eine Methode der Selbstkopulation 
von Tropfen, Mit 1 Figur. 

Prof. H. Zwaardemaker (Physiol. Inst. Utrecht): Die Herstellung von Mischge- 
riichen. Mit 2 lFiguren. 

Prof. O. Langendorff (Physiol. Inst. Rostock): Ein Versuch zur allgemeinen 
Muskelphysiologie, Mit 2 Figuren. 

F. Mandel (Physiol.-Chem. Inst, StraSburg): Ein neuer Apparat zur Durchblutung 
tiberlebender Organe, Mit 1 Figur. 

Prof. J. K. A. Wertheim Salomonson (Amsterdam): Anfertigung und Gebrauch 
diinner versilberter Quarztiden. Mit 6 Figuren. 

Dr. Martin Gildemeister (Physiol. Inst. Strafsburg): Ein Vogelmuskel, der sich 
besonders gut zu physiclogischen Versuchen eignet. Mit 1 Figur. 

Prof. Otto Weif (Physiol, Inst. Kénigsberg): Die Seifenlamelle als schallregi- 
Strierende Membran im Phonoskop. Mit 3 Figuren. 

Dr. Gerhard Joachim (Med. Klinik und Physiol. Inst. Kénigsberg): Klinische 
Resultate der Weifsschen Registriermethode. 

Erich Herrmann (Physiol, Inst, Kinigsberg): Registrierung von Streichinstrument- 
klaingen. 
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Das erste Heft wird von jeder Buchhandlung 
zur Ansicht vorgelegt. 
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Die 


,Leitichrift far biologifche Technik 
und Methodik’ 


wird in zwanglosen Heften erscheinen, die zu Banden von 
etwa 30 Druckbogen Text vereinigt werden. Der Preis 
des Bandes wird 4 15.— betragen. Der Inhalt soll sich 
gliedern in: 

[. Kurze Originalartikel (in deutscher Sprache, nitigen-. 

falls ins Deutsche tibersetzt). 

Il. Mitteilungen aus Laboratorien und Instituten tiber 
die dort tbliche Arbeits- und Lehrpraxis. (Niiheres 
dartiber siche unten.) 

Ill. Notizen aus der Industrie. 

[V. Sammelreferate. 
V. Referate: a) aus den biologischen Wissenschaften; 
b) aus den Nachbargebieten, besonders 
der Physik, Chemie und physikalischen 
Chemie. 


Bei der Griindung der Zeitschrift sindsfolgende Er- 
wigungen mabgebend gewesen: 


Die Biologie im weiteren Sinne, d. h. die Gesamtheit 
aller Wissenschaften, die sich mit der Erforschung des Le- 
benden, seiner Funktionen und seiner Produkte beschaftigen, 
arbeitet vielfach mit einer sehr ausgebildeten Technik und 
Methodik, die teils den Nachbarwissenschaften entlehnt wird, 
besonders der Physik und Chemie, teils ihre eigenen Wege 
geht. Sehr oft ist hier der wtssenschaftliche Fortschritt an 
dite Ausarbettung neuer Methoden gekniipft. 

Fiir den Forscher ist die Kenntnis der technischen und 
methodischen Errungenschaften von gré8ter Wichtigkeit. Je 
besser er dariiber orientiert ist, desto leichter wird er 
jedesmal den zweckm&figsten Weg finden. 

Hier macht sich aber unangenehm der Umstand geltend, 
dali das Methodische einer biologischen Arbett nur selten 
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gesundert mitgeleil wird. Gewohnlich ist es beschrieben in 
einem Kapitel der betreffenden Publikation und wird hier, 
da weder der Titel noch die Zusammenfassung darauf Bezug 
nehmen, nur von demjenigen gelesen, der sich ftir die be- 
handelte wissenschaftliche Frage besonders interessiert, 
wihrend es, in besser zu tbersehender Weise dargeboten, 
auch auf anderen Gebieten Nutzen stiften kénnte. 

Ferner evthalten dte Arbetten der Nachbarwissenschaflen 
oft technische Dinge, die dem biologischen .\rbeiter von 
grobem Vorteil waren, wenn sie zu seiner Kenntnis kiimen. 
Aber er ist so sehr belastet mit der Litcratur scines eigenen 
Faches, dab er die angrenzenden Gebiete nur aus Referaten 
kennen lernen kann. Und in diesen ist das Technische gar 
nicht oder nur sehr oberfléchlich behandelt. 

kine grope Menge technischer und methodischer Kennt- 
nisse und Ferligketten wird tiberhaupl niemals publiztert, 
sondern verbirget sich, nur Wenigen bekannt, in Laboratorien 
und Hoérsdlen. Wohl jede Arbeitsstiitte hat ihren eigentiim- 
lichen Geist, ihre besonderen Vorteile und Hilfen, deren 
Eigenart dem wissenschaftlichen Arbeiter erst dann zum 
Bewubtsein kommt, wenn er das ihm vertraute Laboratorium 
mit einem anderen vertauscht. Dazu gehoéren z. B. die TNer- 
ptlege, Einzelheiten der Operationstechnik u.a.m. Diese 
scheinbar unbedeutenden und doch so wichtigen Kenntnisse, 
auf denen das beruht, was man die ,,Schule“ nennt, pflanzen 
sich bis jetzt nur durch Tradition von Mund zu Mund tort. 
KGnnte man sie der Allgemeinheit zuginglich machen, so 
wire damit auch der Wissenschaft ein grober Dienst geleistet. 

Der wissenschaftliche Arbeiter ist meistens auch aki 
demischer Lehrer oder wenigstens am akademischen Unter- 
richt beteiligt. Die didaktischen Aufgaben haben eine be- 
sondere Art von Techntk gezettigt, die man Lehrpraxis 
nennen konnie. Darin ist vielerlei inbegriffen: die Aus- 
fihrung anschaulicher Vorlesungsversuche, der Betrieb der 
praktischen Schiileriibungen u. a.m. Auch ,hiervon ist bis- 
her wenig publiziert worden. 

SchlieBlich macht wohl jeder gelegentlich kleine prak- 
lische Erfindungen, die unbekannt bleiben, weil sie zu einer 
Veréffentlichung in den wissenschaftlichen Zeitschriften der 
iblichen Art nicht geeignet sind. 











Bei dieser Lage der Dinge 14Bt es sich wohl recht- 
tertigen, da®B die groBbe Anzahl der schon bestehenden bio- 
logischen Zeitschriften um eine neue vermehrt wird, die es 
sich zur Aufgabe macht, die Technik und Methodik in dem 
dargelegten Sinne in Originalartikeln, kurzen Notizen 
und Referaten zu beriicksichtigen. Jn den Referaten sollen 
nur solche Arbetten besprochen werden, und zwar von 
technischen und methodischen Gestchtspunkten aus, die in 
dieser Hinsicht etwas Neues bteten. 

Hauptsichlich wird es sich dabei um die folgenden bio- 
logischen Spezialwissenschaften handeln: 

Physiologie der Tiere und der Pflanzen. 

Physiologische Chemie. Bakteriologie. Garungs- 

chemie. 

Pharmakologie. Experimentelle Pathologie. Serum- 

lehre. 

Experimentelle Psychologie. 

Experimentelle Morphologie. Entwicklungs- und 

Vererbungslehre. 

AuBerdem soll aus der Physik, physikalischen Chemie 
und Chemie das referiert werden, was den Biologen in tech- 
nischer und methodischer Hinsicht von Nutzen sein kénnte. 


Die Verlagsbuchhandlung. Der Herausgeber. 


Strasburg i. E., Ende Marz 190s. 


Bestelikarte liegt bei. 
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Zur Kenntnis der organischen Geriistsubstanz 
des Anthozoénskeletts. 


Ill. Mitteilung. 


Von 
Carl Th. Moérner, Upsala. 


(Der Redaktion zugegangen am 24, Februar 1908.) 


Uber die chemische Natur des Cornikrystallins. 


Literatur. 

Als Cornikrystallin bezeichnet Krukenberg!) Krystalle 
von eigenartiger Beschaffenheit, wie sie bei Hydrolyse der or- 
ganischen Gertistsubstanz von ein paar von ihm untersuchten 
Anthozoén (Gorgonia verrucosa und eine Antipathesart) erhalten 
wurden. Das Material wurde mehrere Stunden hindurch mit 
verdiinnter Schwefelsiiure gekocht, wobei vollstiindige Auflosung 
eintrat, danach wurde die Reaktionsfliissigkeit modglichst stark 
auf dem Wasserbade konzentriert. Seine erste Entdeckung der 
fraglichen Krystalle beschreibt Krukenberg mit folgenden 
Worten: «Als ich tags darauf die so entwiisserte LO6sung um- 
gol, bemerkte ich darin einen bedeutenden Bodensatz, welcher 
sich aus perlmuttergliinzenden Flitterchen zusammensetzte und 
schon vom unbewaffneten Auge als krystallisiert erkannt wurde. » 
Kine eingehende (durch farbige Tafel illustrierte) Beschreibung 
wird dariiber gegeben, wie die Krystalle, in der konzentrierten, 
sauren Flissigkeit aufbewahrt, sich unter dem Mikroskop aus- 
nehmen. Sie bilden alle &uBerst diinne Platten (von der Kante 
gesehen, erscheinen sie als feine Linien). Die Gr6éfe ist ver- 
schieden, wie auch die Konfiguration. Wie die Tafel zeigt, ist 
der Rhombus jedoch vorherrschend; oft zeigt sich eine dach- 


'; Vergleich.-physiol. Studien, Abteil. 5, Heidelberg 1881, S. 10 ff. 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. LV. 16 
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ziegelartige Schichtung, und der Rand ist mehr oder weniger 
angefressen oder gesigt. Die Farbe ist im ganzen schwach 
rotbraun. Die Krystalle sind stark doppelbrechend. Alle an- 
gestellten Versuche, die Krystalle von der konzentrierten, sauren 
Fliissigkeit zu trennen, waren vergeblich: «Beim Verdiinnen 
der Saiure mit Wasser oder Alkohol, beim Neutralisieren mit 
Natronlauge oder Ammoniak zersetzten sich die Krystalle augen- 
blicklich, ja sogar in der konzentrierten Schwefelsaure, welche 
nur einen Tag im Becherglase an der Luft gestanden hatte, 
war von ihnen nichts mehr zu entdecken, und beim abermaligen 
Entwiassern der Séiure auf dem Wasserbade erschienen sie nicht 
wieder.» Dagegen konnten die Krystalle, nachdem sie nebst 
etwas von der urspriinglichen Reaktionsfliissigkeit in ein zu- 
geschmolzenes Glasréhrchen gebracht worden waren, lange und 
gut aufbewahrt werden, ohne Zeichen der Veriinderung aufzu- 
weisen. In mikroskopischen Praparaten, die infolge des schtitzen- 
den Deckglases keinem allzu reichlichen Luftzutritt ausgesetzt 
waren, wurde beobachtet, dah die Krystalle allmahlich — mit 
zunehmender Wasserbeimischung — sich veranderten. Hierbei 
bildeten sich dunkle Tropfen und Schlieren, auch trat partielle 
oder totale Entfarbung einiger Krystalle ein, wahrend die ur- 
springlichen Konturen derselben erhalten blieben.!) Die ent- 
farbten Krystalle wurden, im Gegensatz zu den urspriinglichen, 
rotbraunen, als isotrop befunden. Auf die Frage, woraus die 
Cornikrystallintiéfelchen chemisch bestehen, hat Krukenberg 
sich nicht eingelassen. «Niemand wird jedoch», sagt er, <ihre 
organische Natur bezweifeln». 

Spiiter stand Drechsel?) im Begriff, das Krukenbergsche 
Cornikrystallin naiher zu untersuchen, wurde aber von diesem 
seinem Plane durch die interesseerweckende Entdeckung eines 
anderen Zersetzungsprodukts des Gorgonins, der Jodgorgosaure, 
abgelenkt. Nur im Vorbeigehen gibt er an, er habe die Ent- 
stehung der genannten Art von Krystallen (bei Bearbeitung von 
Gorgonin aus Gorgonia Cavolini) konstatiert, und weist auch 
darauf hin, dafB sie auf Wasserzusatz verschwinden, und dab, 


'' S. Krukenbergs Tafel, Fig. d. 
*) Zeitschrift f. Biologie, Bd. XXXIII (1896), S. 90. 
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wenn die die Krystalle einschlieBende konzentrierte Fliissigkeit 
auf Tonplatten gebracht wird, «anscheinend nichts zuriickbleibt. » 

In jedem groferen Lehrbuch aus letzter Zeit findet sich 
das Cornikrystallin erwahnt. Ejinige bieten eine Angabe, die 
sich weder auf Krukenbergs noch Drechsels Publikation 
stiitzt, sondern auf rein spekulativem Wege zustande gekommen 
sein diirfte, die namlich, daB das Cornikrystallin «wahrscheinlich 
der aromatischen Reihe angehért.» Z. B. von Neumeister?) 
und von Frankel?) wird diese Annahme ohne Motivierung an- 
gefiihrt; bei Bottazzi%) heiBt es als Motivierung: «Denn das 
Cornein (Gorgonin) gibt die Millonsche Reaktion und entwickelt 
beim Schmelzen mit Kali reichlich Indol.» Die einzige An- 
deutung zu einer Kritik, die bisher dem Krukenbergschen 
Cornikrystallin zuteil geworden, besteht aus einem von Strauss‘) 
neulich ausgesprochenen Verdacht: «Es liegt die Vermutung 
nahe, dafi das Cornikrystallin trotz der vorgegangenen Reinigung 
(des Gorgonins) doch nur eine anorganische*) Substanz ist.» 
Hierbei ist es offenbar der Gedanke an Salz der Alkali- oder 
alkalischen Erdmetalle (Gips oder dergleichen) gewesen, der dem 
Kritiker zunachst vorgeschwebt hat. 


Eigene Untersuchungen. 


Da ich — nach AbschluB der systematischen Untersuchungs- 
serie, tiber die in den vorhergehenden zwei Mitteilungen be- 
richtet worden ist — immer noch ein ziemlich reichliches Gor- 
goninmaterial in Besitz hatte, entschlof ich mich, eine genauere 
Untersuchung beziiglich der bisher nicht klargestellten chemischen 
Natur des Cornikrystallins anzustellen. 

In engem AnschluB an Krukenbergs Arbeitsweise wurde 
das gereinigte Untersuchungsmaterial von jeder einzelnen Art 
behandelt. Also 5 (bis 10) g wurden im Glaskolben mit 50 





') Lehrb. d. physiol. Chemie, Teil I, Jena 1896, S. 50. 

*) Deskriptive Biochemie, Wiesbaden 1907, S. 375. 

5) Physiol. Chemie, Teil I, Leipzig und Wien 1902, S. 235. 

*) Studien iiber die Albuminoide, Heidelberg 1904, S. 12. 

5) An der genannten Stelle steht zwar im Text <organische»; dah 
hierbei aber ein Druckfehler vorliegt und «<anorganische» gemeint ist, 
geht unzweideutig aus dem Zusammenhange hervor. 

16* 
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(bis 100) cem verdiinnter Schwefelséure (1 Vol. konzentrierter 
Siiure -+- 4 Vol. Wasser) tibergossen; Erhitzung des Kolbens 
mit Inhalt wiihrend 3 Stunden iiber Wasserbad, wahrend 3 Stunden 
durch Eintauchen in kochendes Wasser. Die dabei entstandene 
Losung wurde in offener Porzellanschale iiber Wasserbad wihrend 
6 Stunden konzentriert. Die Schale mit Inhalt wurde in Schwefel- 
siiureexsikkator gestellt, und blieb nun in Zimmerwarme ruhig 
stehen. Am folgenden Tage wurde nachgesehen, ob sich eventuell 
Cornikrystallin gebildet hatte. Zu diesem Zweck wurde die 
braunschwarze, dickfliissige (bisweilen teerdhnliche) Flissigkeit, 
so gut sich das tun lief}, abgegossen, und die zurtickbleibende, 
dem Boden der Schale adhiirierende Schicht wurde mit Platin- 
spatel umgeriihrt. Schon dabei machte sich in gewissen Fallen 
(Nr. 1—4) die Gegenwart schén glitzernder Krystalie makro- 
skopisch geltend. In jedem Fall wurde danach eine mikro- 
skopische Untersuchung angestellt.!) Die Proben, in denen die 
gesuchten Krystalle (= Cornikrystallin) angetroffen wurden, sind 
in der nachstehenden Tabelle mit «positiv» bezeichnet. 








Jodgehalt | Bromgehalt | Priifungs- 





Oly %/o | resultat 
|. Gorgonia verrucosa. . 6,9 | 1,6 | Positiv 
2. graminea . ._ 5,6 1,3 > 
3. Cavolini . . | dD | 2,0 | > 
4. Cirripathes spiralis. | 5,4 | 0 | » 

5. Plexaura intermedia. 1,3 | 3,0 | » 
6. Gorgonia acerosa. .. 0,9 | 0),7 » 
7. Plexaura antipathes. . 0,9 | 3,5 | > 
8. homomalla . 0,8 | 3,6 | > 
9 Gorgonia setosa ... 0,7 0,6 | > 
10. Rhipidigorgia flabellum 0,4 0.4 | Negativ 
11. Plexaurella dichotoma 0,1 | 1,0 | > 
12. Primnoa lepadifera . . 0,1 | 3,8 | > 


'‘) Zur vorliufigen Konservierung der Krystalle wurden die be- 
treffenden Schalen méglichst schnell wieder in den Exsikkator gebracht. 
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Wie aus der Tabelle hervorgeht, wurde Cornikrystallin in 
siimtlichen Fallen angetroffen, auBer in den 3, welche das jod- 
‘irmste Gorgonin repriisentieren. Schon dies macht es wahr- 
scheinlich, dab das Auftreten von Cornikrystallin in irgend einem 
Zusammenhang mit der grdBeren oder geringeren Reichlichkeit 
des Jodgehalts steht, was eine weitere Bestatigung durch den 
Umstand erhilt, dab die Menge abgeschiedener Krystalle in den 
¢ unvergleichlich jodreichsten Proben( Nr. 1—4) augenfiallig reich- 
licher war als in den tibrigen (wahrend ein Zusammenhang mit 
der Grobe des bromgehalts als ganz ausgeschlossen betrachtet 
werden konnte).!) 

Wihrend die von Krukenberg angewandten Verfahren 
bei seinen Versuchen, die fraglichen Krystalle von der Masse 
der tibrigen Zersetzungsprodukte des Gorgonins abzusondern, 
nicht zum Ziecle gefiihrt hatten, zeigte es sich, daf ein anderer 
einfacher Ausweg hierbei zu einem guten Resultat ftihrte: wieder- 
holte Sedimentierung aus eiskalter, reiner konzentrierter Schwefel- 
siiure. Die Krystalle sind niimlich, im Gegensatz zu den tibrigen 
Zersetzungsprodukten, in dieser Fliissigkeit praktisch unloslich 
und besitzen ein so hohes spezifisches Gewicht, dab sie im 
Laufe eines Tages ziemlich vollsténdig in einer kompakten Schicht 
sich zu Boden setzen. Die Sedimentierung, die in in eine Eis- 
mischung gesenkten Probierr6hrehen geschah, wurde wiederholt, 
bis die riickstiindige Fliissigkeit (die zunaéchst braunschwarz war) 
nur schwache Rosafiarbung zeigte und, nach Verdiinnung mit 
Wasser, von Jod-Jodkaliumlésung nicht mehr zur Fallung ge- 
bracht wurde oder damit die geringste Triibung ergab (was die 
urspriingliche Reaktionsfliissigkeit reichlich tut). 

Die Krystalle von den verschiedenen Anthozoénarten wurden 
— ob sie nun direkt in der urspriinglichen Reaktionsfliissigkeit 
oder nach Vornahme der erwiéhnten Reinigungsprozedur unter- 


') Zu demselben Schluf fiihrten auch kontrollierende Versuche mit 
halogenfreien Proteinstoffen (Casein, Glutin, Ovomucoid), welche, fiir sich 
allein, auf analoge Weise behandelt, keine Krystalle der fraglichen Art 
ergaben, die aber, wenn Jodwasserstoff (0,5 cem 40°/ciger Saiure auf 5 g 
Proteinstoff) nach der ersten 3stiindigen Erwarmungsperiode zugesetzt 
wurde, typisches Cornikrystallin ergaben. 
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sucht wurden — als ihren Eigenschaften nach einerseits unter- 
einander, anderseits wesentlich mit der von Krukenberg ge- 
lieferten Beschreibung tibereinstimmend befunden. 

Krukenberg beschreibt das Cornikrystallin als, makro- 
skopisch betrachtet, «per/mutterglanzende') Flitterchen» bildend. 
Gegen diesen Ausdruck ist nichts einzuwenden, sofern es sich 
um die Beobachtung der Krystalle direkt in der urspriinglichen, 
teerschwarzen Reaktionsfliissigkeit handelt. Nach Entfernung 
(durch obenerwahnte Reinigungsmafinahme) dieses ftir die Be- 
obachtung ungiinstigen Milieus zeigt sich indessen «metall- 
gliinzend» als eine treffendere Bezeichnung fiir die reinen Kry- 
stalle, die iibrigens, in reflektiertem Licht, der Farbe nach 
graphitgrau sind. 

Beziiglich der Konfiguration der Krystalle ist wenig hinzu- 
zufiigen. Bemerkt sei nur, daf die Krystalle aus den jodirmeren 
Proben im allgemeinen kleiner und von mehr idealer Rhombus- 
form sind, wiihrend die aus den jodreicheren Proben von grofberem 
Format sein und teilweise bizarrere Konturen aufweisen kénnen 
(farrenkraut-, tannenbaum-?) oder sagedhnliche?) Gebilde). 

Die Farbe ist bei verschiedenen Krystallindividuen gelb-, 
rot- bis schwarzbraun — je nach der verschiedenen Dicke des 
Krystalls. Ohne Ausnahme sind sie doppelbrechend befunden 
worden. *) 

Wenn Krukenberg*) sagt, dai die Krystalle bei Be- 
handlung mit gewissen angegebenen Fliissigkeiten «augenblick- 
lich» sich zersetzen, so bedarf dieser Satz, was den Zusatz von 
Wasser betrifft, einer Modifikation. Es hangt genauer von der 
Art ab, wie der Wasserzusatz geschieht, ob der erwihnte Satz 
als giiltig betrachtet werden kann oder nicht. Wahr ist er, 


1) Kursiv. vom Verfasser. 

*) Derartige sind bereits von Drechsel, loc. cit. S. 91, beobachtet 
worden. 

8) Die Untersuchung wurde mit einem ausgezeichneten, grdferen 
Polarisationsmikroskop von R. Fuess, Berlin-Steglitz, ausgefiihrt, das mir 
von Herrn Dozenten Dr. C. Benedicks in Upsala freundlichst zur Ver- 


fiigung gestellt wurde. 
*) Siehe das Zitat oben auf S. 222. 
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wenn man so vorgeht, daB eine betriachtliche Erwarmung der 
Mischung stattfindet, wenn nimlich eine relativ gréBere Portion 
‘einige Kubikzentimeter oder mehr) von der konzentrierten, sauren 
Fliissigkeit, in der die Krystalle vorhanden sind, auf einmal z. B. 
mit einem oder ein paar Volumen Wasser versetzt wird. Breitet 
man dagegen eine ganz geringe Menge (einen oder ein paar 
Tropfen) der Krystallsuspension auf einem Objektglas aus, wo- 
nach das Wasser tropfenweise von der Seite her zugesetzt und 
vorsichtig eingertihrt wird — durch welches Verfahren fiir Ab- 
leitung der bei der Verdiinnung freigemachten Wirme wohl ge- 
sorgt ist — so kann von einer «augenblicklichen» Zerstérung 
der Krystalle nicht mehr die Rede sein; diese tritt dann erst 
allmiihlich ein. Die Angabe, dai die Krystalle — auch all- 
mihlich — destruiert werden und schlieblich verschwinden, 
wenn die saure Fliissigkeit (in diinnerer Schicht ausgebreitet) 
offen an der Luft stehen gelassen wird, und daf, nach erneuter 
Konzentrierung der Flissigkeit, sich keine Krystalle aufs neue 
zeigen, hat sich als vollig richtig erwiesen. Ebenso ist das 
Vorhandensein des ziemlich eigentiimlichen Phiinomens, das von 
Krukenberg als eine Entfarbung der Krystalle selbst gedeutet 
worden ist, konstatiert worden, obwohl die Deutung der Er- 
scheinung eine andere werden mub, als wie sie Krukenberg 
sich gedacht hat (siehe unten S. 232). 

Zur Charakteristik des Cornikrystallins sei ferner angefiihrt, 
dab die Krystalle auberst empfindlich fir die Einwirkung von 
Jodwasserstoff sind. Bei Zusatz davon, schon in geringer Menge, 
werden sie augenblicklich gelést, wobei die LOsung gelbbraune 
Firbung annimmt (die Losung gibt mit Stirkekleister Blaufiirbung), 
und ferner verschwinden die Krystalle, gleichfalls augenblicklich, 
wenn die Fliissigkeit, in der sie suspendiert sind, mit den ge- 
Wohnlichen organischen Lésungsmitteln geschiittelt wird, auch 
wenn diese (wie z. B. CCI,H, CS,) nicht selbst in der schwefel- 
suuren Flissigkeit léslich sind. Letztgenannte Losungsmittel 
uehmen dabei intensive, rein violette Fiirbung an und liefern 
bel Verdunsten graphitgliinzende, unter dem Mikroskop bizarr 
gelormte (oft farrenkrautiéhnliche), je nach der Dicke gelb-, rot-, 
schwarzbraune, doppelbrechende Krystalle, die bei Liegen in 
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offener Luft allmahlich spurlos verschwinden, und die sich wenig 
in Wasser lOsen, leicht aber (zu einer gelbbraunen Fliissigkeit) 
in mit HJ oder KJ versetztem Wasser. Wenn man durch ge- 
eignete Verdiinnung der Krystallsuspension mit konzentrierter 
Schwefelsiure ein mikroskopisches Priiparat hergestellt hat. in 
dem die Krystalle einzeln, in grOfSerem Abstande von einander, 
liegen, und unter dem Deckglischen etwas CS, zusetzt und durch 
geeignetes auf- und niedergehendes Verschieben des Deckgliischens 
das CS, zu feiner Emulsion bringt, so beobachtet man danach 
einzelne, intensiv violett gefiirbte CS,-Ktigelchen (= solche, die 
in intime Beriihrung mit irgend einem Krystall gekommen sind 
und diesen in Losung gebracht haben), wihrend die groBbe Mehrzah| 
der CS,-Kiigelchen wenig oder gar nicht gefarbt sind. 

Schon das eben Angefiihrte spricht stark dafiir, dal das 
Krukenbergsehe Cornikrystallin nicht nur inintimem Zusammen- 
hang mit dem Jodgehalt des Materials steht, sondern schlecht 
und recht aus elementarem Jod besteht. Umfassende Kontroll- 
versuche haben zu voller Evidenz erwiesen, dafi dies auch wirk- 
lich der Fall ist. 

Vergleichsmaterial wurde dadureh erhalten, da auf dem 
Wasserbade verdtinnte Schwefelsiiture unter dann und wann ge- 
schehendem Zusatz von kleineren Mengen HJ konzentriert wurde: 
schlieBlich scharfes Eintrocknen und langsam vor sich gehendes 
Abkiihlen im Exsikkator. Oder auch dadurch, dafB erwiarmte, 
miibig konzentrierte Schwefelséure abwechselnd mit HJ und HJO, 
in kleinen Portionen versetzt wurde, worauf die Mischung wieder 
eine Weile erwirmt und dann in verschlossenem Kolben zu 
langsamer Abkiihlung auf Zimmertemperatur stehen gelassen 
wurde. 

Von den auf dem einen oder anderen Wege hergestellten, 
notorischen Jodkrystallen wurden durch Sedimentierung mit eis- 
kalter konzentrierter Schwefelsiiure die diinnsten (unter dem 
Mikroskop durchsichtigen) abgesondert und einer vergleichenden 
Priifung in allen den Hinsichten unterworfen, die hier in Frage 
kommen konnten. Die Ubereinstimmung mit dem Cornikrystallin 
wurde als durchgiingig befunden: in jeder einzelnen Hin- 
sicht erkliiren sich die bei dem Cornikrystallin be- 
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obachteten Verhidltnisse durch die Eigenschaften, 
welche elementarem Jod in der Form iiuberst diinner 
Krystalle zukommen. 

Besonders tritt die, durch meine Versuche erwiesene, tiber- 
raschend grofe Fliichtigkeit des Jods in diesem feinverteilten 
Zustande bereits in Zimmerwiirme, wenn es sich in Wasser 
oder verdiinnter Schwefelsdure suspendiert befindet, in den Vor- 
dergrund. Die Verfliichtigung wird durch die relative Lo6slich- 
keit des Jods in den genannten Fliissigkeiten vermittelt, und 
diese wird ihrerseits in hohem Grade durch die relativ grove 
Oberfliiche begiinstigt. welche die iuberst dtinnen Krystalle 
darbieten. Auf diesen Verhiéltnissen beruhen die von Kruken- 
berg, Drechsel und Verf. beobachtete, bald eintretende Zer- 
setzung und das definitive Verschwinden des Cornikrystallins 
bei Wasserbeimischung, sei es dafi diese absichtlich geschehen 
oder spontan durch das Vermégen der Schwefelsiiure, Wasser 
aus der Luft aufzunehmen, eingetreten ist, und ebenso Drech- 
sels Beobachtung iiber das Verhiiltnis bei Absaugung auf Ton- 
platte (siehe S. 225), wobei fiir die Schwefelsiure ja reichlich 
Gelegenheit zur Aufnahme von Wasser aus der Luft und damit 
zur Verfliichtigung des Jods bestand. Aus Krukenbergs Dar- 
stellung dagegen erhalt man zuniichst den Eindruck, dafi er 
die Zersetzung und das Verschwinden des Cornikrystallins als 
eine Folge der eigenen Hygroskopizitét der krystallisierenden 
Substanz betrachtet, ein MiBbverstandnis, dem in Hoppe-Sey- 
lers Handbuch’) in bestimmter Weise Ausdruck gegeben wor- 
den ist: «Cornikrystallin ... (ein Korper), der sehr hygrosko- 
pisch ist». 

In Gegensatz hierzu steht die nahezu bestehende Unlos- 
lichkeit des Jods in konzentrierter Schwefelsiure (in Zimmer- 
warme) und damit zusammenhangend der geringe Grad der 
Verfliichtigung bei Suspension in (oder Uberlagerung mit) dieser 
Fliissigkeit. In Wéarme kann konzentrierte Schwefelsiiure etwas 
mehr Jod aufnehmen; dieser Unterschied in der Loslichkeit bei 
Wasserbadwiirme und bei Zimmertemperatur ist es, der eine 


') Handbuch d. physiol. u. pathol.-chemischen Analyse, 6. Aufl., 
Berlin 1893, S. 273. 
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wichtige Bedingung fiir das Auftreten der Jod- (Cornikrystallin-) 
Krystalle in der konzentrierten, schwefelsauren Gorgonin-Hy- 
drolysenfliissigkeit ausmacht. . 

Dali Jodkrystalle, wenigstens unter gewissen Verhialtnissen 
(in der Form der farrenkrautéhnlichen Krystalle, die durch Ver- 
dunstung von Joditherldsung entstehen), doppelbrechend sein 
kOnnen, ist bereits zuvor bekannt.') Der Sicherheit wegen 
habe ich mich davon tiberzeugt, daB die von mir als Vergleichs- 
material angewandten Jodkrystalle alle (unabhangig von Dar- 
stellungsweise, Grofe und Einzelheiten in der Konfiguration) 
als doppelbrechend befunden wurden, sofern sie nur von einer 
solehen Diinnheit (Durchsichtigkeit) waren, daB eine Unter- 
suchung tiberhaupt méglich war. 

Ein einziges Verhiltnis, von Krukenberg angegeben und 
vom Verf. bestiitigts — das obenerwahnte «Entfirbungsphii- 
nomen» — bedarf noch der Kommentierung, da es scheinbar 
in Widerspruch zu der Behauptung steht, daf Cornikrystallin 
als lediglich elementares Jod zu kennzeichnen ist. Diese Er- 
scheinung macht, an und fiir sich, unleugbar einen eigentiim- 
lichen Eindruck. Man glaubt?) mit eigenen Augen aufs deut- 
lichste wahrzunehmen, dal} der urspriingliche Krystall Schritt 
fiir Schritt?) (vom Rande aus, nach dem Zentrum hin) seine 
dunkle Farbe verliert, gleichwohl aber der Kontur und Form 
nach vollkommen unveriindert bleibt. Mit fast zwingender Not- 
wendigkeit driingt sich dem Beschauer die Vorstellung auf, 
dali die eigene Masse des Krystalls in zwei verschiedene Kon- 
stituenten zerteilt wird: eine dunkelgefiirbte Substanz, die in 
Losung geht und demnach entfernt wird, und eine ungefiirbte, 
die zuriickbleibt. Wire das wirklich der Fall, so ware nattr- 
lich auch die Auffassung von dem Cornikrystallin als nur aus 


'! Dammer, Handbuch d. anorg. Chemie, Bd. I, Stuttgart 1892, 
S. 543. 

?) In einem gewissen Zwischenstadium der Einwirkung des Wasser- 
zusatzes auf die in der urspriinglichen, konzentrierten, schwefelsaure- 
reichen Hydrolysenfliissigkeit befindlichen Krystalle. 

®) Der erste Schritt besteht darin, dafi die anfangs ganz dunklen 
Krystalle eine schmale, entfarbte Randzone bekommen; die Krystalle 


sehen dann doppelkonturiert aus. 
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elementarem Jod bestehend aufzugeben. Durch besondere Ver- 
suche ist indessen Klarheit tiber die Bedeutung dieser Erschei- 
nung gewonnen worden. 

Sie tritt, wie gesagt, auf, wenn man mit den in der 
urspringlichen, konzentrierten Gorgonin-Hydrolysenfliissigkeit 
suspendierten Krystallen arbeitet, dagegen nicht bei Prifung 
des auf oben beschriebene Weise gereinigten Cornikrystallins, 
auch nicht der als Vergleichsmaterial hergestellten, notorischen 
Jodkrystalle. Diese beiden letztgenannten Arten von Krystallen 
werden zwar, nach geeignetem Wasserzusatz, allméhlich am 
Rande angefressen, teilweise deformiert, nehmen mehr und mehr 
an Umfang ab und verschwinden schlieflich ganz, in keinem 
Stadium aber tritt das «Entfirbungsphiinomen» oder auch nur 
dessen Vorliufer, die Doppelkonturierung, ein. Anders verhalt 
es sich, wenn man bei der Arbeit mit einer der letztgenannten 
Arten von Krystailen auber Wasser einen Tropfen von (durch Sedi- 
mentierung von Cornikrystallin vollstindig befreiter) Gorgonin- 
Hydrolysenfliissigkeit zusetzt oder statt derselben einen Tropfen 
z. B. einer von gewohnlichem Keratin herriihrenden Hydrolysen- 
liissigkeit!) hinzufugt — in jedem solchen Fall kann man das 
Kutfirbungsphanomen>» sich vor seinen Augen abspielen sehen. 

Stellen wir diese Erfahrungen mit der Tatsache zusammen, 
da die genannten Hydrolysenflissigkeiten, nach Verdiinnung 
mit Wasser, einen reichlichen amorphen Niederschlag mit Jod 
in Losung (z. B. J—+- KJ-Lésung) geben, so liegt eine befrie- 
digende Erklérung des «Entfarbungsphiinomens» nicht weit. Je 
nachdem der Jodkrystall unter dem Einflufi der umgebenden 
wasserreichen Fliissigkeit sich lést, wird das geléste Jod — an 
Ort und Stelle in verhaltnismaéBig hoher Konzentration vor- 
handen — unmittelbar mit der fiir Jod fallbaren Substanz?) 
der Flissigkeit reagieren, wobei eine feste, farblose Verbindung 





') Die vom Verfasser angewandte Fliissigkeit war durch Kochen 
von o g gereinigten Hornspfinen und 50 ccm verdiinnter Schwefelsaiure 
‘t Vol. + 4 Vol.) auf Wasserbad wiihrend 3 Stunden erhalten. 

*) Vermutlich (noch nicht hydrolytisch zerlegtes) Pepton oder Poly- 
veptid (die Basen Arginin und Histidin sind bei Kontrollversuchen als 
nicht fur Jod in schwefelsaurer Fliissigkeit fallbar befunden worden). 
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entsteht, die, eine Zeitlang in loco verharrend, die Konturen 
des urspringlichen Jodkrystalls getreu wiedergibt. Es liest 
hier mit anderen Worten eine sogenannte Pseudomorphosen- 
erscheinung vor. Unter der fortgesetzten Einwirkung des Wassers 
tritt spiater Dissoziierung ein, wobei die pseudomorphotischen 
Krystallbildungen aufgelost werden, die Jodkonzentration in der 
I liissigkeit abnimmt und das freigemachte Jod sich allmiihlich 
verfliichtigt. 

Der chemische Verlauf, der das Auftreten der aus ele- 
mentarem Jod gebildeten und von Krukenberg, in Unkenntnis 
ihrer wahren Natur, als Cornikrystallin bezeichneten Krystalle 
ermoglicht, kann in Kiirze folgendermafen zusammengefalt 
werden. 

1. Durch einfache Hydrolyse mit verdiinnter Schwefel- 
siure in Wiirme bildet sich das Spaltungsprodukt Jodgorgo- 
siiure (= Dijodtyrosin). 

2. Bei fortgesetzter Einwirkung der Siiure wird, besonders 
gegen das Ende hin, bei zunehmender Konzentration der Siiure. 
die Jodgorgosiiure unter Abspaltung elementaren Jods (und zwar, 
wie besondere Versuche ergeben haben, mit HJ als Zwischen- 
produkt) ') zerlegt. 

3. Ein Teil — bei den jodreicheren Gorgoninsubstanzen 
ein héchst betrichtlicher Teil — des so abgespaltenen Jods 
geht in Gasform weg, jedoch mit zunehmender Schwefelsiure- 
konzentration und dickfliissigerer Beschaffenheit der Reaktions- 
fliissigkeit in immer geringerer Menge. 

4. Ist der Jodgehalt bei dem urspriinglichen Gorgonin- 
material nicht allzu gering, so bildet doch die Fliissigkeit schlie!- 
lich, wenn die Erhitzung abgebrochen wird, eine bei Wasser- 
badwiirme gesiittigte L6sung von elementarem Jod. | 

5. Unter der Einwirkung langsam fortschreitender Ab- 
kiihlung scheidet sich das Jod (infolge der geringeren Léslich- 
keit bei Zimmerwiirme) in fester Form, als Krystalle, ab, die 
wegen ihres hohen spezifischen Gewichts zu Boden sinken. 


') Die schlieMliche Reaktion wiirde demnach nach folgendem 


Schema verlaufen: 
2HJ + H,SO, = 2 J + SO, +2 H,0. 





ae ' 
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Auf Grund der hier angefiihrten, neuen Erfahrungen ist 
es klar, daf von den friiheren, durchaus vagen Suppositionen 
hetreffs der Natur des Cornikrystallins (Krukenberg: eine 
Substanz von organischer Natur, Neumeister u. a.: elne orga- 
nische Substanz, der aromatischen Serie angehodrig, Strauss: 
anorganisches Salz) keine das Richtige getroffen hat, und dab 
dem Begriff Cornikrystallin nunmehr nur historisches Interesse 
zukommen kann. 

Unabhangig von der Frage nach dem Cornikrystallin er- 
wiihnt Drechsel,!) gelegentlich der Erorterung der allgemeinen 
Kigenschaften des (von Gorgonia Cavolini herriihrenden) Gor- 
sonins, folgende Beobachtung: «Konzentrierte Schwefelsiure 
fiirbt sich allméhlich dunkel, wiahrend die Stiicke (des Gorgo- 
nins) sich mit glitzernden, mikroskopischen Krystéllchen tber- 
ziehen». Eine Untersuchung tiber die Natur dieser Krystalle 
oder eine Reflexion betreffs derselben bietet Drechsel nicht. 

Nachdem ich mich von der Richtigkeit der erwihnten 
Beobachtung, was Gorgonin von Gorgonia Cavolini betrifit, 
liberzeugt hatte, wurden auch alle die tibrigen Arten von Gor- 
gonin, welche in bezug auf Cornikrystallin untersucht worden 
waren (siehe die Tabelle 5. 226), hieraufhin gepritift. Auch in der 
Mehrzahl dieser Falle traten bei Aufbewahrung des Materials 
in konzentrierter Schwefelséiure bei Zimmerwiérme -im Laufe 
einiger Tage metallisch glitzernde Krystalle auf. In den Fallen, 
wo dies nicht geschah, wurden die Proben in einem Digestor 

- 40°C.) wabrend eines Tages gestellt, wonach sie wieder 
in Zimmerwiirme stehen gelassen wurden. Bei Untersuchung 
um folgenden Tage wurden Krystalle von gleichartigem Aus- 
sehn, nur in der Regel noch gréBer und schéner gliinzend, in 
wllen Proben angetroffen, auSer in zweien (von den jodirmsten 
Arten: Plexaura dichotoma und Primnoa lepadifera). In den- 
selben Hinsichten wie das Cornikrystallin untersucht, erwiesen 
sich die Krystalle von siimtlichen Proben als chemisch damit 
identisch, d. h. als lediglich aus elementarem Jod bestehend, 
das meistens in der Form idealer, relativ groBer Rhomben 
wiftrat (die Krystalle zeigten stets Doppelbrechung). 


') loc. cit., S. 91. 
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Die Monoaminosduren des «Byssus» von Pinna nobilis L, . 
Von 
Emil Abderhalden. 


(Aus dem I. chemischen Institut der Universitat Berlin.) 


(Der Redaktion zugegangen am 24, Februar 1908.) 


Bei manchen Muscheln besitzt der sogenannte Fuf eine 
Driise, die ein Sekret liefert, das an der Luft alsbald zu seiden- 
artigen Fiiden erstarrt. Mit diesen Faden, «Byssus» genannt, heftet 
sich die Muschel auf der Unterlage fest. Bei Pinna nobilis hat 
der Byssus eine braune Farbe und einen seidenartigen Glanz. Er 
ist schon im Altertum zu Geweben verarbeitet worden!) und 
wird auch neuerdings noch in Italien industriell verwertet. Trotz 
aller Bemiihungen war es mir nicht mdglich, Byssus in groBeren 
Mengen zu erhalten. Eine Quantitiét von 30 g verdanke ich 
der Giite des Herrn Dr. Francesco Ruggiers, Taranto. Leider 
war ein Teil des tibersandten Byssus bereits fiir den tech- 
nischen Gebrauch verarbeitet. Wenn ich trotz des ungeniigenden 
Materials das Resultat der bisherigen Untersuchung jetzt schon 
mitteile, so geschieht dies in der Hoffnung, durch diese Ver- 
Offentlichung weiteres Material zu eingehenderen und exakteren 
Untersuchungen zu erlangen. 

Der Byssus ist bald zum Chitin in Beziehung gebracht 
worden, bald zu den Proteinen und speziell zu den Albuminoiden. 
Wie die Untersuchung auf Monoaminosaéuren ergeben hat, ge- 
hért der Byssus zur Gruppe der EiweiBkorper, und zwar 
scheint er nach seinem ganzen Aufbau dem Seidenfibroin nahe 


‘) Vgl. A. Miller, Uber den Byssus der Acephalen, Wiegmanns 
Archiv fiir Naturgeschichte, 3, Jg., Bd. I, S. 1—47, 1837. Vgl. weitere 
Literatur bei: Otto v. Fiirth, Vergleichende chemische Physiologie der 
niederen Tiere. Gustav Fischer, Jena 1903, S. 392. 
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zu stehen. Der Byssus enthalt viel Glykokoll und I-Tyrosin, 
ferner d-Alanin, l-Asparaginsiiure und auffallend viel 
Prolin. Vorhanden sind héchstwahrscheinlich Valin, Leucin 
und Phenylalanin. Tryptophan scheint zu fehlen. Nicht sicher 
festgestellt ist Glutaminsaure. Auf Lysin, Arginin und Histidin 
ist nicht gefahndet worden. Zu einer auch nur anniihernd 
quantitativen Untersuchung reichte das Material nicht aus. Ver- 
wendet wurden an Rohprodukt 30 g, hiervon bestand ein ganz 
erheblicher Teil aus Asche. Die Hydrolyse wurde durch 16stiin- 
diges Kochen mit der 10fachen Menge 25°/oiger Schwefelsdure 
am Riickflubkiihler vorgenommen. Die Schwefelsiiture wurde 
dann in gewohnter Weise quantitativ mit umkrystallisiertem 
Baryt entfernt, der Baryumsulfatniederschlag wiederholt mit 
Wasser ausgekocht und schlieBlich die vereinigten Filtrate bis 
zur beginnenden Krystallisation eingeengt. Dieser ProzeB wurde 
nach jedesmaligem Filtrieren wiederholt, bis das Filtrat mit 
Millons Reagens sich nicht mehr rot firbte. Das erhaltene 
tohtyrosin gab nach dem Umkrystallisieren aus heibem Wasser 
unter Anwendung von Tierkohle folgende Zahlen: 

0.0847 g Substanz gaben 0,1850 g CO, und 0,0483 g H,O 

Berechnet fiir C,H,,NO,: Gefunden: 
59,66°/o CG und 6,07%o H. 59,56%/o C und 633° H. 

Das Filtrat des Rohtyrosins und des gereinigten Tyrosins 
wurden vereinigt und stark konzentriert. In die L6sung wurde 
dann gasformige Salzsiéure bis zur Siittigung eingeleitet. Nach 
dem Impfen mit einem Krystallchen von Glutaminsiéurechlor- 
hydrat erfolgte auch bei tagelangem Stehen auf Eis keine Ab- 
scheidung. Nun wurde die salzsaure Fliissigkeit unter ver- 
mindertem Druck bis zum Sirup eingedampft und der Riickstand 
in der gewohnten Weise zweimal mit Alkohol und trockener 
gasformiger Salzsiure verestert. Nach der zweiten Veresterung 
wurde die ziemlich konzentrierte Lésung auf Eis aufbewahrt 
und ein Krystallchen von Glykokollesterchlorhydrat eingetragen. 
Ks erfolgte bald Krystallisation. Die ganze Masse erstarrte. Der 
rohe salzsaure Ester des Glykokolls wurde unter Anwendung 
von Tierkohle aus heiBem Alkohol umkrystallisiert. Er schmolz 
dann gegen 144° (korr.). Seine Menge war sehr betrichtlich. 
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Die Mutterlauge des Glykokollesterchlorhydrats wurde unter 
vermindertem Druck zur Trockene eingedampft, der Riickstand 
in Alkohol gelést und die Losung auf ein bestimmtes Volumen 
gebracht. In einem aliquoten Teil wurde der Chlorgehalt fest- 
gestellt. Die Ester wurden nun mit der auf das Gesamtvolumen 
berechneten Menge Natriumalkoholat in Freiheit gesetzt und 
nach der Entfernung des gebildeten Kochsalzes unter vermin- 
dertem Druck in der tiblichen Weise destilliert. 


Fraktion I: —40° des Wasserbades, 12 mm Druck = 45,5 g (haupt- 
siichlich Alkohol). 
. II: —100° » o 12 » >» == 20 ¢ Ester. 
Hi:  —100% >» : 05> » = 50> » 
>» IV: 100—180° » Olbades 0,5 » > == 40 » 


Im Destillierkolben verblieb ein braun gefarbter Riick- 
stand, der alsbald erstarrte. An den Wanden zeigten sich 
Krystalle, die sich in heiBem Essigather lésten. Es handelte 
sich um Anhydride, wie die Untersuchung der kigenschatten 
der Krystalle ergab. Genaueres tiber deren Natur konnte aus 
Mangel an Material nicht festgestellt werden. Unentschieden 
blieb vor allem auch die Frage, ob im Riickstand Serinan- 
hydrid!) vorhanden war. 

Die Ester der Fraktion 2 und 3 wurden in der tblichen 
Weise durch 8sttindiges Kochen mit der 10fachen Menge Wasser 
verseift. Fraktion 1 bestand hauptséichlich aus Alkohol. Sie 
wurde mit verdiinnter wiisseriger Salzsiiure versetzt und zur 
Trockene verdampft. Es verblieb ein Riickstand von 0,8 g Ge- 
wicht. Er wurde mit Alkohol iibergossen und durch Einleiten 
von gasfOrmiger trockener Salzsiéure verestert. Nach einigem 
Stehen in der Kilte erfolgte bald reichliche Krystallisation von 
Glykokollesterchlorhydrat. In dessen Mutterlauge war offenbar, 
wie das optische Verhalten des nach deren Verdampfung mit 
wiisseriger Salzsiiure verbleibenden Riickstandes zeigte, d-Alanin 
vorhanden. Zu einer genauen Untersuchung reichte das Material 


nicht aus. 
') Vgl. Emil Fischer, Vorkommen von l]-Serin in der Seide, Be- 
richte d. Deutsch. chem. Gesellsch., Jg. XL, S. 1501 (1907). 
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Aus der Fraktion 2 wurde durch fraktionierte Krystalli- 
sation mit Sicherheit Alanin isoliert. 

0,1896 g Substanz gaben 0,2810 g CO, und 0,1350 g H,O 

Berechnet fiir CsH,NO,: Gefunden: 
40.45°10 C und 7,86°%o H. M).42°/o C und 7,91° 0 H. 

AuBerdem schienen Valin und Leucin in geringer Menge 
vorhanden zu sein, wie das Verhalten der Kupfersalze zeigte. 

Fraktion 3 enthielt auch Alanin. Ferner wurde ein schwer- 
ljsliches Kupfersalz von blaBblauer Farbe und einem Kupfer- 
cehalt von 19,92°/o isohert. Leucinkupfer enthalt 19,6°/o Cu. 
Die zweite Fraktion der durch Kochen mit frisch gefiilltem 
Kupferoxyd erhaltenen Kupfersalze erinnerte in ihrem ganzen 
Verhalten und Aussehen an Valinkupfer. Zu einer vollstiindigen 
Analyse reichte das Material nicht aus. Ganz rein war das 
Salz sicher noch nicht. Es wurden fiir Kupfer die Werte 23,50°/o, 
22.01°%/o und 21,25°/o erhalten. Fiir Valinkupfer sind 21,51 °/o 
berechnet. Wir wagen nicht aus diesen Ergebnissen mit Sicher- 
heit auf die Anwesenheit von Leucin und Valin zu schlieBen. 

Fraktion 2 und 3 waren nach der Verseifung vor der 
weiteren Verarbeitung unter vermindertem Druck zur Trockene 
verdampft worden. Der Rtickstand wurde mit absolutem Alkohol 
ausgekocht. Die alkoholischen LOsungen beider Fraktionen wurden 
vereinigt und mehrmals unter vermindertem Druck eingedampft 
und der Riickstand wieder in Alkohol gelést. Dieser Prozeb 
wurde solange wiederholt, bis der jeweilige Verdampfungsriick- 
stand sich vollstiindig in Alkohol léste. Es gelingt so, mit- 
geloste, in Alkohol an und fiir sich unl6sliche Aminosiiuren zu 
entfernen. Es wurde eine ganz betriichtliche Menge reines 
Prolin gewonnen. Zur Analyse gelangte das Kupfersalz des 
racemischen Prolins. 

0.1552 g lufttrockenes racemisches Prolinkupfer verloren bei 120° 
0,0169 g H,O. 
1244 g bei 120° getrocknetes Prolinkupfer ergaben 0.0346 g CuO. 


Berechnet fir: Gefunden: 
C,oH,,0,N,Cu —- 2H,0 = 10,99°%o H,0 10,89°/0 H,O 
CioH,,0,N,Cu = 21,8°/o Cu 22,18°%o Cu. 


Die vierte Fraktion wurde zuniichst zur Entfernung von 
‘twa vorhandenem Phenylalaninester mit dem 5fachen Volumen 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. LV. 17 
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Wasser versetzt und hierauf mit dem gleichen Volumen Ather 
geschiittelt. Die atherische Schicht wurde abgetrennt und wieder- 
holt mit Wasser gewaschen. Die weitere Verarbeitung erfolgte 
in gewohnter, oft beschriebener Weise. Es ist nicht gelungen. 
das Phenylalanin, das offenbar vorhanden war, in gentigender 
Menge zu gewinnen und zu identifizieren. Einzig Asparagin- 
siiure konnte aus dieser Fraktion in geniigender Menge darge- 
stellt werden. Es schien auch Serin vorhanden zu sein. Ob} 
Glutaminsiiure anwesend war, lief sich nicht entscheiden. Es 
war neben diesen bekannten Siuren eine Substanz vorhanden, 
die nicht zu den bis jetzt bekannten Aminosiuren zu gehoren 
schien. Es gelang nicht, zu entscheiden, welcher Art diese 
Verbindung war. Vielleicht handelte es sich auch nur um ein 
sekundires Umwandlungsprodukt. 

Zum Schlusse médchte ich die Bitte aussprechen, mich 
durch Zusendung derartiger Materialien, wie Byssus und ver- 
wandter Substanzen, in den Stand zu setzen, diese Untersuchung 
zu vervollstindigen und zu erweitern. 

















Uber die diabetische Lavulosurie und den qualitativen Nach- 
weis der Lavulose im Harn. 
Von 
L. Borchardt. 


‘Aus dem Institut fiir med. Chemie und exper. Pharmakologie zu Kinigsberg. Direktor 
Gehr. Jaffe.) 


(Der Redaktion zugegangen am 1, Marz 1908.) 


I. Uber Lavulosenachweis im Harn. 


Die Anwendung der Seliwanoffschen Probe im Urin 
(Kochen mit gleichen Teilen Salzsiure und einigen K6rnchen 
Resorcin: Rotfairbung bei Anwesenheit von Livulose) ist mit 
so zahlreichen Fehlern behaftet, daB sie praktisch unbrauchbar 
ist. AuBer Lavulose gibt namlich eine Reihe anderer Substanzen, 
die im Urin vorkommen, eine ahnliche Rotfarbung, teils beim 
Kochen mit Salzsiure allein, teils beim Kochen mit Resorcin 
und Salzsaure. 

Die Seliwanoffsche Probe ist deshalb in verschiedener 
Weise modifiziert worden, wodurch fiir den Nachweis der La- 
vulose im Urin einwandsfreie Resultate erzielt werden sollten: 

Rosin!) gibt folgende Vorschrift: «Man kocht den Harn 
mit gleichen Teilen starker Salzsiure und etwas Resorcin; 
tritt Rotfiirbung ein, so kiihlt man ab, fiigt kohlensaures 
Natron in Substanz bis zur Sattigung in Porzellanschilchen, 
giet zuriick und schiittelt mit Amylalkohol aus, dieser wird 
schon rot gefarbt, fluoresciert etwas grin und gibt einen 
Doppelstreifen in griin und blaugriin. » 

Ofner?) empfiehlt, i12°/o Salzsiure zu Zucker in fester 
Substanz zuzusetzen, oder soviel Salzsiiure zuzugeben, daB die 
Flissigkeit 12°/o enthélt, und nicht linger als 20 Sekunden zu 

') Salkowski-Festschrift, 1904, S. 112, und Diese Zeitschrift, 
Bd. XXXVIII, 1903, S. 555. 

*) Wien. Sitzungsber., 1904, Bd. CXIII, Abt. IIb., S. 283. 


17* 





242 L. Borchardt, 


kochen, da bei héherer Konzentration der Salzséure auch Al- 
dosen die Reaktion geben. 

R. und Q. Adler!) setzen zu der erhitzten salzsiiurehal- 
tigen Loésung von Eisessig und einigen Krystallchen Resorcin 
wenige Tropfen der FruktoselOsung hinzu und kochen eventuell 
nachher nochmals auf. «Auch bel sehr langem Erhitzen wird 
von den Aldosen die Rotfiirbung nicht gegeben. » 

Jolles?) verwirft die Rosinsche Probe, weil auch andere 
Farbstoffe nach Behandlung mit Soda in den Amylalkohol tiber- 
gehen. Kr kocht 10 ccm Urin mit einer Messerspitze Resorcin 
und 38 cem 10°/oiger HCl auf: sofort auftretende Rotfarbung 
sel fiir Liivulose beweisend. 

titzema®) hilt sowohl die Rosinsche wie die andern 
Modifikationen der Seliwanoffschen Probe fiir ungeeignet zum 
Nachweis von Liivulose im Urin, da zahlreiche normale Urine 
die Reaktion geben. 

Die Ansichten iiber die Brauchbarkeit der Seliwanof fschen 
Liivuloseprobe im Harn und die beste Form ihrer Anwendung 
sind, wie man sieht, auBerordentlich different und eine Nach- 
priifung der angegebenen Methoden war daher dringend geboten. 

Kine andere Farbenreaktion auf Liivulose stammt von 
Neumann.*) Da diese bisher hinsichtlich ihrer Brauchbarkeit 
fiir Urinuntersuchungen nicht gepriift worden ist und zu solchen 
Zwecken bisher auch noch nicht Anwendung gefunden hat, so 
soll sie hier nur erwiihnt werden. Die Probe ist eine Orcin- 
reaktion, unterscheidet sich also von den hier besprochenen 
dadurch, dab ihr nicht die Seliwanoffsche Reaktion mit 
Resorcin und Salzsiiure als Grundlage dient. 

Um die giinstigsten Bedingungen fiir die Anstellung der 
Seliwanoffsehen Probe im Urin festzustellen, habe ich die 
Seliwanoffsche Probe zuniichst in ihrer urspriinglichen Form mit 
reiner Liivuloseljsung und Salzsiiure von verschiedener Konzen- 
tration angestellt; es hat sich dabei herausgestellt, dab die Probe 


') Pfhiigers Arch.,, 1905, Bd. CVI, S. 323. 

*) Arch. d. Pharmacie, Bd. CCXLIV, 1906, S. 542. 
‘) Diss. Groningen, 1905. 

*) Berl. klin. Wochenschr., 1904, S. 1073. 





SITE ARONA, sane . 

















Uber die diabetische Livulosurie usw. 


an Empfindlichkeit auBerordentlich einbiiit, wenn man in der Kon- 
zentration der Salzsiiure so weit herabgeht, wie es Jolles vor- 
schligt. Auch die von R. und O. Adler angegebene Modifikation 
ist wegen ihrer geringen Empfindlichkeit zum Nachweis geringer 
Liivulosemengen nicht geeignet. Die Probe, mit rauchender 
(37%/oiger) HCl angestellt, ist auberordentlich empfindlich. Eine 
0.001°/oige Liivuloselésung gibt bei kurzem Aufkochen mit 
37°/oiger HCl und Resorein noch eine schwach rosarote Fiirbung. 

Eine Salzsiiure von dieser Konzentration ist aber fiir den 
Nachweis der Livulose im Urin unbrauchbar, da auch Trauben- 
guckerlOsungen die Reaktion geben. Eine L6sung von 10°/o 
Traubenzucker gibt nach kurzem Aufkochen, eine soleche von 
5°o Traubenzucker nach lingerem Kochen mit Resorcin und 
37 °/oiger HC] Rosafiirbung. 25 °/oige HCI gibt auch nach lin- 
serem Kochen mit gleichen Teilen 10°,o Traubenzuckerlésung 
und etwas Resorcin keine Rosafiirbung mehr: sie ist daher 
zum Liivulosenachweis am geeignetsten, da — wie erwihnt — 
bel schwiicherer Konzentration der Salzsiiure die Empfindlich- 
keit der Probe sehr rasch abnimmt. 

Dieses Resultat stimmt mit dem von Ofner erhobenen 
Befunde vollig tiberein. Ofner betrachtet als Optimum fiir die 
Seliwanoffsche Reaktion einen Salzsiiuregehalt von 12 °/o; 
wenn man gleiche Teile Urin und 25°/oige Salzsiiure zur An- 
stellung der Liivuloseprobe verwendet, wie es mir am geeig- 
netsten und einfachsten erscheint, so betriigt der Gehalt an 
Salzsaure schlieBlich 12 !/2°/o. 

Es empfiehit sich aber durchaus nicht, sich mit dem Nach- 
wels einer Rotfairbung beim kurzdauernden Kochen des Urins 
mit Resorcin und 25°/oiger HCl zum Liivulosenachweis zu be- 
gniigen, da eine Reihe anderer Substanzen im Harn bei gleicher 
Behandlung eine Rotfarbung geben. R. und 0. Adler?) haben 
gezeigt, dafi nitrithaltige Urine bei dieser Reaktion eine Rot- 
lirbung geben und die Befunde Umbers?) sind wohl in gleichem 
Sinne zu deuten. 

Ich kann den Befund von Adler durchaus_ bestiétigen, 


') Diese Zeitschrift, Bd. XLI, 1904, S. 206. 
7) Salkowski-Festschrift, 1904, S. 375. 
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nitrithaltige Harne geben die Reaktion, wenn auch in nicht sehr 
hohem Grade, da der Nitritgehalt meist sehr gering ist. Mit 
Natriumnitritlosung bekommt man schon bei recht geringer Kon- 
zentration auch nach kurzer Zeit einen rotbraunen Niederschlag. 
wie ihn LévuloselOsungen auch geben; in nitrithaltigem Urin 
habe ich das mie beobachtet. Auch in einem tédlich verlau- 
fenen Falle von Nitritvergiftung, den ich zu untersuchen Ge- 
legenheit hatte, war die Rotfairbung nach Kochen des Urins mit 
Resorcin und Salzsiiure nicht sehr erheblich; nach dem Ab- 
kiihlen der Probe trat kein Niederschlag auf. 

Nach Jolles sollen auch farbstoffreiche, urobilinhaltige 
Urine die Seliwanoffsche Probe geben; die Ausscheidung 
von Liavulose war in diesen Fallen durch den negativen Ausfall 
anderer Proben auszuschliehben. Auch diesen Befund kann ich 
bestiitigen, die Rotfirbung beruht hier aber nicht auf dem Vor- 
handensein von Urobilin. Ich habe die Rotfarbung beim Kochen 
urobilinhaltiger Urine mit Resorcin und Salzsaéure wiederholt 
vermibt und konnte auch mit alkoholischem Urobilinextrakt, das 
aus Faeces dargestellt war, keine Rotfirbung erhalten. Farb- 
stoffreiche Urine geben fast stets bei der Seliwanoffschen 
Probe eine Rotfarbung. 

Dali gewisse Urine schon in der Kiilte bei Zusatz von 
Salzsiiure allein sich rot farben, ist ja gleichfalls bekannt; der 
Farbstoff, der diese Reaktion zeigt, ist von Nencki Urorosein 
genannt worden und ist mit dem sogenannten Skatolrot 
moglicherweise identisch. 

Wegen dieser verschiedenen Substanzen, die beim Kochen 
mancher Urine mit Resorcin und 25°/oiger Salzsiiure eine Rot- 
firbung geben und so das Vorhandensein von Liavulose vor- 
tiiuschen kénnten, ist es notwendig, den roten Farbstoff zu 
extrahieren. Rosin, der das zuerst getan hat, gibt 'an, man 
solle den mit Resorcin und Salzsaéure gekochten Urin mit Soda 
alkalisch machen und dann mit Amylalkohol ausschiitteln. Wes- 
halb er den Farbstoff nicht aus der sauren Lésung extrahiert, 
teilt Rosin nicht mit. Ich habe deshalb zunachst untersucht, 
ob es gelingt, aus der sauren Lésung den fiir Livulose charakte- 
ristischen Farbstoff allein zu extrahieren. 
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Von den untersuchten Extraktionsmitteln nahmen Amyl- 
alkohol und Epichlorhydrin den Farbstoff aus der sauren Lésung 
leicht auf: diese Substanzen extrahieren aber auch die anderen 
aus Urin bei Anstellung der Seliwanoffschen Probe mitunter 
entstehenden Farbstoffe. Insbesondere kann die Verwendung 
des kiiuflichen Amylalkohols zur Extraktion des roten Farbstoffs 
aus der sauren LOsung zu Fehlern Anlab geben. Ich beobachtete 
regelmabig, dafi indikanreiche Urine bei Anstellung der Seli- 
wanoffschen KReaktion eine schwach rote Fiarbung geben: 
iiberschichtet man diese Probe mit kéuflichem Amylalkohol, so 
entsteht alsbald an der Grenze der Fliissigkeiten ein rotvioletter 
Farbenring, der an Intensitét rasch zunimmt. Beim Umschiitteln 
nimmt der Amylalkohol eine schén rote Fiirbung an, die von 
der Farbung des roten Liavulosefarbstolffs nicht zu unterscheiden 
ist und wie dieser bei der spektroskopischen Untersuchung ein 
breites Absorptionsband im (Griin zeigt. KReines Indikan, das 
mir Herr Prof. Ellinger in hebenswiirdiger Weise zur Ver- 
fiigung stellte, gibt dieselbe Reaktion. Diese Indikanreaktion 
ist modglicherweise gewissen Verunreinigungen des kiiuilichen 
Amylalkohols, die dieser in wechselnder Menge enthialt,!) zu- 
zuschreiben. Reinigt man den kiuflichen Amylalkohol durch 
wiederholtes Ausschitteln mit 25 °/oiger Salzséure und Entfernung 
der Salzséiure durch Schiitteln mit Sodalésung, so tritt die ge- 
nannte Farbenreaktion mit Indikan erst nach halbstiindigem 
Stehen der Probe ein. Der so gereinigte Amylalkohol ist aber 
noch nicht als chemisch rein anzusehen; ob auch der chemisch 
reine Amylalkohol eine Farbenreaktion mit Indikan noch gibt, 
vermag ich daher nicht zu sagen. 

Der kiiufliche Amylalkohol gibt aber auch schon fiir sich 
bei der Seliwanoffschen Reaktion eine schwach rotliche Far- 
bung, wenn man 1 Tropfen Amylalkohol in Wasser lost und 
mit dieser Lésung die Reaktion anstellt. Der auf die genannte 
Weise gereinigte Amylalkohol gibt bei gleicher Behandlung keine 
Farbenreaktion mehr. 


*) Vgl. dariitber Bamberger und Einhorn, Ber. d. Deutschen 
chem. Ges., Bd. XXX, 1897, S. 224, und v. Udransky, Diese Zeitschrift, 
Bd. XIII, 1889, S. 248. 
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Diese Eigenschaften des kauflichen Amylalkohols legten 
den Verdacht nahe, daB die positiven Resultate, die mit der 
Rosinschen Modifikation der Seliwanoffschen Probe erzie}| 
wurden, z. T. auf Fehler zuriickzuftihren seien, die durch die Ver- 
unreinigungen des kiiuflichen Priiparates bedingt sind. Rosin hat 
offenbar richtig erkannt, dab es nicht gelingt, aus der salzsauren 
LOsung den roten fiir Liivulose charakteristischen Farbstoff durch 
ein Mittel zu extrahieren, das nicht gleichzeitig auch andere rote 
Farbstoffe, die bei Anstellung der Probe auftreten kénnen, auf- 
nimmt. Er hat deshalb vorgeschlagen, erst mit Soda alkalisch zu 
machen und dann den Farbstoff mit Amylalkohol aufzunehmen. 

Rosin bezeichnet seine Modifikation als eine Verschiirfung 
der Seliwanoffschen Reaktion. Von einer solehen kann nun 
aber gewifs nicht die Rede sein und eine Probe, die — wie ich 
habe feststellen kénnen — noch in einer Verdiinnung von 
1 : 100000 positiv ausfillt, bedarf zum klinischen Nachweis 
gewif nicht einer Verschiarfung, die die Methode weit um- 
stiindlicher und von dem Vorhandensein eines kostspieligen 
Apparates, eines Spektroskops, abhangig macht. In Wirklichkeit 
ist die Probe aber weit weniger empfindlich; aus der sodaalka- 
lischen Lésung nimmt Amylalkohol bei einer Verdiinnung von 
1 : 2000 einen eben blabgelb gefiirbten, etwas fluorescierenden 
Farbstoff auf. Bei einem Liivulosegehalt von 1: 400 kann man 
den Farbstoff als blaBrosa bezeichnen und erst bei einem Gehalt 
von 1: 200 zeigt das Spektrum einen Absorptionsstreifen im 
Griin. Das von Rosin beschriebene Auftreten eines zweiten 
Streifens im Blau habe ich erst bei Untersuchung einer 5°/oigen 
Liivuloseldsung beobachten kénnen. 

Trotz dieser geringeren Empfindlichkeit im Vergleich zu der 
Seliwanoffschen Probe ist es nun der Rosinschen Modifikation 
entschieden nachzurtihmen, daf sie einige der vorhin genannten 
Fehlerquellen ausschlieBt: alle allerdings auch nicht. So gibt in- 
dikanhaltiger Urin eine Rosafirbung mit Fluorescenz bei der 
Rosinschen Probe (kein Spektrum). Nitrithaltiger Harn gibt die 
Probe nicht; setzt man aber eine Spur Indikan zu (in einer 
Konzentration, die fiir sich zum Zustandekommen der Reaktion 
nicht geniigt) — so nimmt der Amylalkohol einen schon violetten 
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Farbstoff auf, der ein breites Absorptionsband im Griin bei der 
spektroskopischen Untersuchung zeigt. Es ist wahrscheinlich, dab 
auch andere Substanzen, die im Urin vorkommen, diese Reaktion 
geben. So untersuchte ich einmal den Urin eines Diabetikers, 
der fiir sich die Rosinsche Probe nicht gab: nach Zusatz von 
einigen Tropfen Aceton zum Harn wurde die Probe positiv, ohne 
dah es mir gelang, die Ursache dieser Erscheinung aufzulinden. 
In diesem Fall war auch ein Absorptionsstreifen im Griin wahr- 
zunehmen. Aceton und Acetessigester, sowie Urin, der Acet- 
essigsiiure enthilt, geben keine ahnlichen Farbenreaktionen ; 
ich habe auch wiederholt acetonhaltige oder mit Aceton ver- 
setzte Zuckerharne untersucht, die die Rosinsche Reaktion 
nicht gaben. Schlieflich muf ich hier erwiihnen, dab ich einige 
Male indikan- und zuckerfreie Urine untersuchte, die bei An- 
stellung der Rosinschen Probe eine Rosafirbung mit grtin- 


licher Fluorescenz zeigten — meist, aber nicht immer ohne 
das charakteristische Spektrum. — Ubrigens Jabt sich der rote 


Farbstoff, den Urine, die Urorosein enthalten, mit Salzsiure 
allein geben, gleichfalls aus der sodaalkalischen LOsung mit 
Amylalkohol extrahieren. 

Nach allen diesen Untersuchungen muf ich mich der An- 
sicht von Jolles und Ritzema anschliefen, dali die Rosinsche 
Probe zum Nachweis von Liivulose im Urin nicht brauchbar ist. 

Ob die Fehler, die der Rosinschen Probe anhaften, 
dem Amylalkohol selbst oder den Verunreinigungen des kauf- 
lichen Amylalkohols anhaften, vermag ich nicht zu sagen, da 
mir chemisch reiner Amylalkohol nicht zur Verftigung stand. 
Der nach der genannten Methode mit Salzsiure gereinigte Amyl- 
alkohol gab sowohl mit einer Mischung von Indikan und sehr 
verdiinnter Nitritlbsung wie mit einigen pathologischen Harnen, 
die nach dem Ausfall der anderen Reaktionen als frei von 
Liivulose anzusehen waren, bei Anstellung der Rosinschen 
Probe ein positives Resultat. | 

Es schien mir deshalb notwendig, den Amylalkohol durch 
ein anderes Extraktionsmittel zu zersetzen. Ein solches fand 
sich im Essigiither, der (mit wenigen Ausnahmen, die unten 
erortert werden sollen) nur den fiir Liivulose charakteristischen 
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Farbstoff aus der mit Soda alkalisch gemachten Liésung mit 
gelber Farbe aufnimmt. 

Die Reaktion, die ich zum Nachweis der Livulose benutze, 
unterscheidet sich nur dadurch von der Rosinschen, dab ich 
auf eine bestimmte Konzentration der Salzsiure Gewicht lege 
und zur Extraktion Essigather statt Amylalkohol benutze. 

In der folgenden Form scheint mir die Probe fiir den 
Nachweis der Livulose im Urin geeignet zu sein: 

Kinige Kubikzentimeter Harn werden im Reagenz- 
glas mitder gleichen Menge 25°/oiger (offizineller) Salz- 
siiure und einigen Kornchen Resorcin einmal kurz 
aufgekocht; tritt Rotfirbung ein, so kiihlt man unter 
der Wasserleitung, giebt die Fltissigkeit in eine Schale 
oder ein Becherglas, macht mit Soda in Substanz alka- 
lisch, gieft in das Reagenzglas zurtick und schittelt 
mit Essigither aus. Bei Anwesenheit von Liivulose 
fiirbt sich der Essigéther gelb. 

Die Probe ist nur beweisend, wenn nicht gleichzeitig 
Nitrite und Indikan in deutlich nachweisbarer Menge vorhanden 
sind, das gleichzeitige Vorhandensein beider Stoffe gibt niim- 
lich auch eine positive Reaktion, wihrend weder Nitrit noch 
Indikan allein die Probe geben. Nimmt Essigiither bei der 
oben angegebenen Reaktion aus einem indikanhaltigen Harn 
einen gelben Farbstoff auf, so schien es mir das einfachste, 
nicht das Indikan, sondern die salpetrige Siure vorher zu ent- 
fernen; dies geschieht am einfachsten, indem man den mit 
Essigsiiure angesiiuerten Urin 1 Minute kocht, bevor man die 
Probe anstellt. Ist aber der Indikangehalt sehr grofB, so geht 
mitunter in den Essigiither ein blauer Farbstoff iiber, der even- 
tuell den gelben fiir Liaivulose charakteristischen verdecken kann. 
In diesem Falle ist es notwendig, das Indikan vorher zu ent- 
fernen; man tut das, indem man gleiche Teile Urin und Ober- 
meyersches Reagens mit Chloroform mehrmals ausschiittelt. 
Da das Obermeyersche Reagens aber rauchende Salzsaure 
enthiilt, mu man nach AbgieBen des Chloroforms erst mil 
1‘; des Volumens Wasser verdiinnen, wodurch die Konzen- 
tration der Fliissigkeit an HCl auf 12—13°/o herabgesetat wird, 
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dann gibt man einige K6érnchen Resorcin zu, kocht auf und 
verfahrt weiter wie oben. Natiirlich habe ich mich davon iiber- 
zeugt, dab der Nachweis der Liavulose durch die genannten 
Manipulationen nicht beeintrachtigt wird. 

Es ist weiter zu bemerken, dafi der Urin von Patienten, 
die Santonin oder Rhabarber genommen haben, eine iihnliche 
Reaktion gibt; eine Verwechslung wird leicht zu vermeiden 
sein, wenn man diese Fehlerquelle kennt. 

SchheBlich ist es witinschenswert, aus Urinen, die Uro- 
rosein enthalten, dieses vorher zu entfernen, da der Farbstoff, 
der beim Ansaéuern mancher Urine mit Salzsiiure schon in der 
Kilte entsteht, bei Anstellung der angegebenen Reaktion mit 
rotvioletter Farbe in den Essigiither tibergeht und den Nach- 
weis der Liivulose dadurch vereitelt. Die Entfernung dieses 
Farbstoffes gelingt allerdings leicht, wenn man gleiche Teile Urin 
und 25°/oige Salzsaure 2—3mal mit Amylalkohol ausschittelt, 
diesen durch einen kleinen Scheidetrichter trennt und dann 
mit Resorcin kocht und weiter wie oben verfiihrt. Da aber 
der Verwendung des kituflichen Amylalkohols, wie gezeigt wurde, 
erhebliche Bedenken entgegenstehen, so ist ein danach auftre- 
tendes positives Resultat nicht als absolut beweisend anzusehen. 

Die Probe ist bei einem Liivulosegehalt von 1 : 2000 (0,05°/0) 
in reiner Liivulosel6sung, Liivuloseurin sowie Urin, dem Trauben- 
zucker und Liivulose zugesetzt waren, noch positiv. Trauben- 
zucker, Milehzucker, Maltose, Arabinose sowie Glykuronsaure 
rochloralsiiure) geben die Reaktion nicht: Rohrzucker gibt 
natiirlich die Reaktion, da er beim Kochen mit Salzsiiure in 
Dextrose und Liivulose gespalten wird. 

Der Beweis, dali diese Probe tatsiichlich fiir den Nach- 
wels der Léivulose im Urin charakteristisch ist, wurde einer- 
seits dadurch gefiihrt, dafB die Probe mit den folgenden Sub- 
stanzen keine Farbenreaktion gab: Dextrose, Maltose, Laktose, 
Arabinose, Urochloralsiiure, Aceton, Acetessigester, Indikan, 
(robilin,!) Gallenfarbstoff, Nitritlbsung. (Dab bei gleichzeitigem 
Vorhandensein von Indikan und Nitriten die Probe positiv aus- 





') Da mir reines Urobilin nicht zur Verfiigung stand, habe ich die 
‘eaktion mit Urobilinextrakt aus Faeces angestellt. 
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Konzen- ; es 
tration der Rosinsche Probe Modifizierte Probe 
Livulose- . sek: <cciieilianiia imines aii iar aaa Sam sehen SAIN, “Mi nea nae rca a 
losung Farbe Spektrum Farbe Spektrum 
1 : 2000 blafigelb mit Fluorescenz 0 eben blafgelb 0 
| . 
. 1: 1000 | gelb > > | 0 zitronengelb 0 
a 
— 
- 1 : 400 gelbrosa » > | 0 » schmaler Streifen im Griin 
4 | | zwischen b und F 
° 
= 1: 200 rosa > . —Streifen im Griin zwischen b und F bronzegelb | Streifen von b bis iiber F 
J | hinaus 
1: 100 , : > » » vonbbisiiber F hinaus > |Streifen von b bis tiber F 
hinaus 
1:50 > . > > > » > . > » > | Streifen von b bis iiber F 
} 
| hinaus 
| 
1:20 rot > * r > von b bis ans rechte | rotbronze | Streifen von b bis ans rechte 
Ende, bei F ist der Streifen aufgehellt, | Ende des Spektrums 
so daf’ man hier von einem Doppel- 
oO streifen sprechen kann. : 
-~ 
a 
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fillt und, wie in diesem Falle zu verfahren ist, wurde oben 
bereits erwahnt). 

Ich habe dann gegen 100 Urine von Gesunden und Kranken 
mit der angegebenen Probe untersucht: in keinem Falle fiel 
die Reaktion positiv aus, so dafi ich glaube mit ziemlicher 
Sicherheit behaupten zu diirfen, daB andere Urinbestandteile 
mit Ausnahme der genannten) eine ahnliche Reaktion nicht 
ceben. In 2 Fallen war die Ausfitihrung der Reaktion hin- 
sichtlich des Livulosenachweises als illusorisch anzusehen ; hier 
nuhm der Essigiither einen rotvioletten Farbstoff auf, tiber 
dessen Herkunft ich keine Auskunft zu geben vermag. 

Ich habe schlieBlich die Urine mehrerer Kranker, die auf 
der hiesigen medizinischen Klinik 100 g Lavulose erhalten hatten, ') 
mit der neuen Probe auf Livulose untersucht. In 3 Fiillen 
lief} sich Liivulose nachweisen; die Trommersche Probe war 
sleichfalls positiv, der Harn drehte nach links. In 6 anderen 
Fiillen wurde die Livulose nicht wieder ausgeschieden; in diesen 
éillen fiel auch die Trommersche Probe negativ aus, der Urin 
drehte héchstens entsprechend 0,19/o Traubenzucker nach links. 

Damit scheint mir die Brauchbarkeit dieser Probe zum 
Nachweis von Liivulose im Urin erwiesen zu sein. Es eriibrigt 
noch einige Daten tiber die Empfindlichkeit der Probe anzu- 
ceben; die Verdiinnung wurde einerseits mit destilliertem Wasser, 
anderseits mit Urin angestellt: in beiden Fiillen war das Resultat 
das gleiche. (Vgl. die Tabelle I, 5. 250.) 

Die Empfindlichkeit der Probe ist also nicht geringer als 
die der Rosinschen Probe (1: 2000); der spektroskopische 
Nachweis ist nicht unbedingt erforderlich, da Verwechslungen 
mit anderen farbstoffbildenden Substanzen voéllig ausgeschlossen 
z\i sein scheinen, wahrend die bisherigen Proben dieser Forderung 
nicht geniigten. 

II. ther das Vorkommen von Lavulose im Harn der Diabetiker. 

Rosin und Laband?) glauben den Nachweis erbracht zu 
haben, «daB Livulose in einem grofen Teil der Fille von Diabetes 


'Y Herrn Geheimrat Lichtheim und seinen Assistenten danke ich 
erzebenst fiir die freundliche Uberlassung des Untersuchungsmaterials. 
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mellitus in betrichtlicher Menge zur Ausscheidung kommt». Wie 
hiiufig sie diesen Befund erhoben haben, ist nicht mit Sicherheit 
zu ersehen. 

Bald darauf ver6ffentlichte auch Lion’) einen solchen Fall. 

Schlesinger?) sah in 17 Fallen von Diabetes zweima! 
die Seliwanoffsche Reaktion positiv ausfallen. Schwarz?) wies 
bei 19 Fallen von Diabetes in 6 Fiillen Livulose im Urin nach. 

Nach Umber*) kommt Lavulose nicht nur im Urin Diabe- 
tischer, sondern auch in dem Gesunder nicht selten, allerdings 
zumeist nur in Spuren vor. Bei Diabetes fand er Livulose fast 
rege|mabig; er Aubert sich folgendermafen dariiber: «Ich selbst 
habe nur selten, und zwar hochstens bei allerleichtesten Formen 
des Altersdiabetes mit ganz geringen tiglichen Zuckermengen im 
Urin beobachtet, dafB Fruchtzucker bei wochenlang durchge- 
fiihrten taglichen Beobachtungen dauernd vermilt worden wiire. » 

SchlieBlich fand auch v. Noorden,*) «daB in leichteren 
Fiullen eine sichere Liivulosereaktion des Urins auberst selten 
ist: bei schwerem Diabetes fallt die Seliwanoffsche Reaktion 
— mit allen Kautelen ausgefihrt — in der Kegel stark po- 
sitiV aus». 

Meine Resultate, die aus der nebenstehenden Tabelle II zu 
ersehen sind, stehen durchaus in Widerspruch zu den Befunden 
dieser Autoren. Keiner der von mir untersuchten Diabetiker- 
harne gab die von mir angegebene Livulosereaktion. In einigen 
Fiillen war es notwendig, um Fehler zu vermeiden, die im 
vorigen angegebenen Vorsichtsmabregeln (Ausschiitteln des Indi- 
kans mit Chloroform, Entfernen der salpetrigen Saure durch 
Kochen des angeséuerten Urins) zu beachten. In diesen Fallen 
wiederholte ich die Probe nach Zusatz von Lavulose; die unter 
denselben Kautelen ausgefiihrte Probe war dann stets positiv. 
Die Rosinsche Liivuloseprobe habe ich — wie es auch Umber 
vorschreibt — nicht mit rauchender, sondern mit 25°/oiger Salz- 


1) Miinchn. med. Wochenschr., 1903, S. 1105. 

*) Arch. f. exper. Path. und Pharm., Bd. L, 1903, S. 273. 
8) D. Arch. f. klin. Med., Bd. LXXVI, 1903. 

*) Salkowski-Festschr., 1904, S. 379. 

5) Handb. d. Path. d. Stoffw., Bd. II, 1907, S. 53. 
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Tabelle II. 








aC trics waite 








Polarisation | litra- 


_ Modifizierte 





Andere 








Fall Datum tion | Rosinsche Probe | | Bemerkungen 
"o Z o/o Z| | Probe | Harnbestandteile- | 
‘ [QO La 
9.0. A, 28/1. 08. 0,7 we | - 0 i 
10. A. F. 28./1. 0,7 ae | — 0 — 
| ——s 

11. S. E. 28./1. 3,3 — | — 0 Sp. Fiweifs, Sp. Aceton 

i2. S. A. 29./1. 0,8 — | — ®) Spur Eiweif | 
| B1,/1. 1,3 — | 0 0 ‘Sp. Eiw., viel Aceton,| 

| ‘Spur Acetessigsiiure 

| | 

10/2. 0.4 ().78 (eben rosa, keine Fluores- 0 Aceton, Spur Acet- 

cenz, kein Spektrum essigsiiure | 

13. SN, 30./L. 2.7 or _ 0 _ | 

14. U. S. 31,/1. 0,7 a 0) 0 | a | 

15. U. A. 1/2. 3,4 _ 0 0 | Spur Aceton 

16. U. E. 1/2. 2,9 — 0) 0 | Spur Eiweih 

17. BI. 1,/2. 02 na 0 0 | = 

18. Sch. 2./2 1,2 — 0 0 | — 

19. Fr. Schn.| 2./2 0 — () 0) | — Leichter Diabetes. Frii- 
Trommer | her angebl. wiederholt 
eben positiv | Liivulose. 

20. Pol. 4.}2. 1.6 2,02 blafigelb (Q) Spur Eiweif, Spur 


Aceton, Zylinder 
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Tabelle II. Fortsetzung. 
Polarisation | Tilra-_ ; Modifizierte | Andere 
Fall | Datum tion | Rosinsche Probe | P | Bemerkungen 
% Z | Oly Z| | Probe | Harnbestandteile | 
| 4 | 
32. J. G.—-20,/2. 08. 19 41 | blafrosa, | 0 | — | 
| kein Spektrum | | | 
33. O. G. 120./2. | 0.1 0.92 | 0) 0 | Der Urin gibt die Der Urin gab auch nach 
| | ' Tollensschen’ | sechstigiger Vergiirung 
| | Glykuronsiure- | mitHefeimBrutschrank 
~ | | reaktionen noch die Trommer- 
- | | | sche Probe und drehte 
| | | dann 0,2°/o nach links. 
2 84. A.W. | 20,2. 0,7 | 1,13 | 0 0 - 
© | | - - 
= 35. Br. G. | 21./2. | 44 | 6,1 blafgelb, 0 — | Glykuronsiiurereaktion 
x | kein Spektrum | negativ. 
36.K.N, [21/2. | 0,2 0,6 blafrosa, | 0 Spur Indikan | 
| kein Spektrum | 
37. N. S. }22./2. | 2.6 41 | 0 0 _ | 
38. N. E. 22 /2. 0.1 0,2 0 O | on | 
39. R. 24/2. 0.2 O05 | blafgelb, | ) | _ | 
kein Spektrum | | 
MW). PLC, 27./2. 3,9 38 blahrosa, | 0 Spur Aceton | 
kein Spektrum | | 
41. E. P. 27./2 4,2 D1 blafrosa, | U | Spur Eiweif, Spur 


kein Spektrum = | | Aceton 
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<jure angestellt. Umber legt auch Wert darauf, da8 nur frisch 
entleerte Urine zur Untersuchung kommen, da sich sonst beim 
Stehen an der Luft nach einigen Stunden Nitrite bilden kinnen; 
es war mir nicht mdglich, bei meinen Untersuchungen diese 
Vorsichtsmabregel zu beachten, da die Zuckerurine gewohnlich 
erst einige Stunden nach der Entleerung in meine Hinde ge- 
langten. Fiir die Anstellung der modifizierten Probe kommt sie 
nicht in Betracht, da man die salpetrige Séure leicht vorher 
entfernen kann. 

Die titrimetrische Zuckerbestimmung wurde nach der neuen 
Methode von Bang!) ausgefiihrt, von deren Brauchbarkeit ich 
mich durch eine Reihe von Versuchen mit reinen Traubenzucker- 
lisungen tiberzeugt habe; die gefundenen Werte gaben mit den 
durch Polarisation gewonnenen Zahlen gut tibereinstimmende 
Resultate. Die Methode ist auferordentlich exakt, zeigt eine 
scharfe Endreaktion und laBt sich in wenigen Minuten ausfiihren; 
auch fiir zuckerarme Urine gibt sie brauchbare Resultate. 

Die durch Titration gewonnenen Zuckerwerte waren bei 
meinen Urinuntersuchungen regelmibig hoher als die Polarisations- 
werte; das stimmt mit den Befunden alterer Autoren tiberein. Schon 
1855 machten Wicke und Listing zuerst darauf aufmerksam 
und Pillitz konnte es (1871) bestitigen. ROhmann bezog in 
einem Urin, der nach der Polarisation 1,6°/o, nach der Titration 
+’ o Zucker enthielt, diese Differenz auf Lavulose, ohne weitere 
beweise dafiir anfiihren zu kénnen. Die meisten Fille dieser 

Art hat wohl Dub,?) ein Schiiler Rosins, zusammengestellt, 
der in 32 Fallen stets diese Differenz fand, die von Geelmuyden 
als Subrotation bezeichnet wird. Geelmuyden fand in einer 
Reihe von Fallen auch das entgegengesetzte Verhalten (Super- 
rotation); ich habe das ebensowenig beobachtet wie Rosin und 
seine Schiiler. 
Die Differenz betrégt in meinen Versuchen bis zu 2,2°/o 
‘bei Rosin maximal 1,7°/o), im Durchschnitt — wie bei Rosin — 
etwa 1°/o. Daf diese Differenz nicht auf Livulose beruht, geht 


p 
F 


: ‘) Biochem. Zeitschr., Bd. II, 1906, S. 271. 
: *) Diss., Berlin 1902. 
H 18* 
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nicht nur aus den Resultaten der modifizierten, sondern auch 
aus dem unregelmiifigen Verhalten der Rosinschen Probe her- 
vor. So ist in Fall 32 bei einer Differenz von 2,2°/o zwischen 
Polarisations- und Titrationswert die Rosinsche Probe so schwach 
ausgefallen, dafi sie ca. 0,25°/o Lavulose entsprechen kénnte: 
in keinem Fall war sie so intensiv, dab sie irgendwie erheb- 
liche Liivulosemengen angezeigt hitte. Ich schlieBe also auch 
auf Grund des Ausfalls der Rosinschen Probe, da die bei 
Diabetes beobachtete Differenz zwischen Polarisations- und Titra- 
tionswert nicht auf Livulose zu beziehen ist. 

Worauf sie beruht, vermag ich nicht zu sagen. Daf Gly- 
kuronsiuren bei Diabetes in vermehrter Menge ausgeschieden 
werden, ist bekanntlich nicht der Fall. Da nach der Vergirung 
reduzierende Substanzen durch die Trommersche und Ny- 
landersche Reaktion nicht mehr nachzuweisen sind, so mul! 
es sich um die Ausscheidung reduzierender, giirfihiger Substanzen 
handeln, also vermutlich anderer Zucker neben Traubenzucker. 
Ob dem von Rosenberger!) mitgeteilten Befund von Hepto- 
surie bei einem Falle von Diabetes eine allgemeinere Bedeutung 
zukommt, bleibt abzuwarten. 

Auch das héufige Vorkommen von Maltosurie bei Diabetes 
darf durch die Untersuchungen von Geelmuyden?) nicht als 
erwiesen angesehen werden. Eine Erklirung der Differenz 
zwischen Titrations- und Polarisationswert im Urin Diabetischer 
ist auf Grund der bisher bekannten Tatsachen noch nicht mdéglich. 

Von den Befunden, welche andere Autoren zur Annahme 
der Ausscheidung von Livulose im Diabetikerurin veranlabten. 
bediirfen noch zwei einer besonderen Erorterung: 

Rosin und Umber haben in je einem Fall den Nachwei-s 
der Livulose durch Darstellung des Methylphenylosazons er- 
bracht; die Angabe Neubergs, dafi Traubenzucker dieses Usa- 
zon unter den von ihm angegebenen Bedingungen nicht gibt, 
ist von Ofner in einer Reihe von Arbeiten bestritten worden. 
Da eine Einigung in diesem Punkte noch nicht erzielt ist, so 





') Diese Zeitschrift, Bd. XLIX, 1906, S. 202. 
*) Zeitschr. f. klin. Med., Bd. LXIII, 1906, H. 5 und 6. Vel. dazu 
die Kritik Rosenbergers, Zentralbl. f. inn. Med. Bd. XXVIII, 1907, Nr. 3. 
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mus es zunichst noch zweifelhaft erscheinen, ob in diesen 
heiden Fallen tatsichlich Liivulose ausgeschieden wurde. 

Ein weiterer Beweis schien in dem negativen Ausfall der 
Seliwanoffschen Probe nach dem Vergiiren des Urins gegeben 
vu sein: dieser ist durch den Befund von R. und O. Adler 
hinfiillig geworden, dah die Seliwanoffsche Probe bei An- 
wesenheit von Nitriten positiv ausfillt. Nitrite treten einige 
Stunden nach der Entleerung des Urins auf und verschwinden 
wieder, wenn der Urin in Zersetzung tbergeht. 

Ich betrachte es als das wesentlichste Resultat dieser 
Untersuchungen, nachgewiesen zu haben, dafi fiir die An- 
nahme einer Ausscheidung von Liivulose im Diabetiker- 
urin kein Grund vorliegt. Wenn es sich spiter herausstellen 
<ollte, daB das Vorkommen von Liivulose im Diabetikerharn 
nicht zu den grOften Seltenheiten gehért, so wird man zum 
Beweise dafiir jedenfalls nicht die oben zitierten Arbeiten an- 
fiihren diirfen 








Zur Kenntnis des Mechanismus der Guajakreaktion nebst 
Bemerkungen zu den sich daraus ergebenden 
SchluBfolgerungen. 

Von 
C. E. Carlson (Lund). 


(Der Redaktion zugegangen am 3. Marz 1908.) 


I. 

In einer friiheren Arbeit!) konnte ich auf Grund der 
angestellten Untersuchungen iiber die Ursache der Blaufiir- 
bung der Guajaktinktur folgenden Schlufsatz aufstellen: «Die 
Blaufiirbung der Guajaktinktur durch Blut bei Vorhandensein 
von Terpentiné! oder Wasserstoffperoxyd beruht auf einer im 
Blute vorkommenden organischen Verbindung. Die Reaktion 
verliiuft so, daB diese Verbindung aus dem Wasserstofiperoxvd 
oder dem Terpentinél Hydroxyl aufnimmt und damit eine la- 
bile Verbindung bildet, welche fast augenblicklich das Hydroxy! 
an die Guajaktinktur abgibt; hierdurch wird diese dann blau 
gefiirbt. » 

Gegen diese Behauptungen konnten ja berechtigte Ein- 
wendungen vorgebracht werden. Vor allem scheint es mir 
unerklarlich, daB die Guajaktinktur obwohl sie bei der Reaktion 
vorhanden ist, das Hydroxyl erst dann anzieht und zwar 
augenblicklich, nachdem es vom Blute aufgenommen worden ist. 

Dieselbe Einwendung kann gemacht werden, wenn man 
sagt: «Alle eisenhaltigen Blutfarbstoffe haben die Fahigkeit 
als sogenannte «QOzoniibertrager» bei gleichzeitiger Anwesen- 
heit von ozonhaltigen Reagenzien wie Terpentin6dl, Guajak- 
tinktur zu bliiuen»:?) kurz ausgedriickt, etwas Dunkles und 


') C, E. Carlson, Die Guajakblutprobe und die Ursachen dei 
Blaufiirbung der Guajaktinktur. Diese Zeitschr., Bd. XLVUI[, H. 1. 5. 69 


und f., 1906. 
2) Lehrbuch der physiologischen Chemie von 0. Hammarsten, 


S. 169. 
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nerkliirliches liegt tiber diesem augenblicklichen Aufnehmen 
und Abgeben von Hydroxyl oder Ozon bei dieser Reaktion. 

Kine niihere Untersuchung der Sachlage diirfte mithin 
nicht nur interessant, sondern notwendig und jedenfalls den 
Fachleuten willkommen erscheinen. 

In den folgenden Darlegungen will ich nun zu zeigen 
versuchen, wie ich durch vergleichende Reaktionen eine na- 
‘iirlichere und richtigere Erkliirung des Mechanismus in dieser 
Reaktion gefunden zu haben glaube. 

Zuniichst médchte ich als feststehende Voraussetzung an- 
fiihren, dab, wenn man zu Guajaktinktur — sei diese nun 
aus Guajakharz ++ Spiritus oder aus Lignum Guajaci-}- Spiritus 
hergestellt — ein oder mehrere Reagenzien hinzultigt und die 
Tinktur dann eine reine blaue Farbe annimmt, eine Oxydation 
der Guajaktinktur oder richtiger des Guajakharzes stattgefunden 
hat. Gegen diese Auffassung, die ja gang und giibe ist, diirfte 
wohl nichts einzuwenden sein. 

Wie sich aus meinem friiheren Aufsatze iiber dieses Thema 
ergibt, gelangte ich zu der Annahme, dali das Hydroxyl eine 
entscheidende Rolle bei den erwihnten Vorgangen  spiele. 
Von dieser Annahme bin ich auch hier wieder ausgegangen, 
sie hat mir bei der neuen Untersuchung bestiindig vor Augen 
geschwebt, aber — wie sich weiter unten zeigen wird — zu 
einem anderen Ergebnis gefihrt. 

Die Stoffe, die in meinem friiheren Aufsatz als die Guajak- 
linktur blaufiirbend hingestellt wurden, waren bereits von 
vornherein gegebene bestimmte chemische Individuen (z. B. Chlor, 
Kisenchlorid, Eisenoxydhydrat u. a.). Im folgenden soll nun 
liber die Versuche gehandelt werden, die in der ausgesprochenen 
Absicht vorgenommen wurden, um sozusagen diejenigen Hy- 
droxylgruppen zu fangen, deren Entstehen etwa bei chemischen 
Umsetzungsprozessen denkbar war, und diese darauf der vor- 
handenen Guajaktinktur zuzusetzen, bevor die Reaktion ihren 
Abschlu8 erreicht hatte. 

Wie mich deuchte, mubte dies gliicken, falls meine An- 
uahme richtig war, da Hydroxyl Guajaktinktur blau fiirbe. 
Sehen wir nun zu, wie es sich in Wirklichkeit damit verhiilt. 
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Am besten mubte die Reaktion gelingen, wenn man Kali- 
oder Natronhydroxyd einem Salze zusetzte, das ein Metal] 
enthielt, dessen Hydrat entweder sehr unbestiindig war oder 
iiberhaupt nicht zur Bildung gelangte. 

In erster Linie dachte ich hierbei an Quecksilbersalze 
und zwar vornehmlich an Quecksilberchlorid. Wird eine Queck- 
silberchloridljsung nimlich mit Natronlauge versetzt, so bildet 
sich bekanntlich nicht Hg(OH),, sondern HgO, Quecksilberoxyd. 
Hier mufi also eine Oxydation angenommen werden k6nnen. 

Nun ist zu bemerken, da weder eine Quecksilberch|o- 
ridldsung an und fiir sich noch Natronlauge allein das Ver- 
mogen hat Guajaktinktur blau zu fiirben. Auch in dem Falle 
erhiilt man keine Blaufiirbung, wenn man die Guajaktinktur 
erst hinzugesetzt, nachdem die Vermischung von Quecksilber- 
chlorid und Natronlauge vorgenommen worden ist. 

Nimmt man indessen Quecksilberchloridlésung und_ ver- 
setzt sie mit Guajaktinktur, so erhailt man eine durch das 
ausgeschlagene Harz milchige Mischung, wird dieser nun aber 
auBberdem noch tropfenweise Kali- oder Natronlauge zugesetzt, 
so entsteht eine starke Blaufiirbung, die jedoch bei reichlicherem 
Zusatze von Natronlauge schwindet; schlieBblich bildet sich 
dann Quecksilberoxyd. Die Reaktion ist auberst empfindlich, 
sodafi sogar bei sehr verdiinnten HgCl,-Loésungen, die mit 
Guajaktinktur versetzt sind, nach geringem Zusatz von Na- 
tron- oder Kalilauge eine deutliche Blaufiirbung eintritt. Eben- 
falls andere Hydrate z. B. Kalkwasser verursachen dieselbe 
Reaktion. 

Es hat sich also gezeigt, daB bei der chemischen Um- 
setzung zwischen Quecksilberchlorid und Alkalihydroxyd_ bei 
Vorhandensein von Guajaktinktur eine Oxydation dieser vor 
sich gegangen ist. 

Nun mu} man die Frage aufwerfen, was hat das Guajak- 
harz bei dieser Umsetzung aufgenommen? Die Antwort kann 
nur gegeben werden im Anschlusse an das Studium der Kor- 
per, die beim Umsatz der erwiihnten Stoffe entstehen. 

Die Reaktion verliéuft in folgender Weise: HgCl, — 
2NaQH = HgO + 2NaCl + H,O. 
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Es gilt also hier zu entscheiden zu suchen, ob es die 
‘ip einen Augenblick freien Elemente (z. b. Chlor) selbst waren, 
oder die von ihnen fiir einen Augenblick gebildeten Komplexe, 
die oxydierend auf die Guajaktinktur eingewirkt haben. Wiih- 
rend man bei Entscheidung dieser Frage sicherlich vojlig vom 
Chlor absehen kann, mufi man statt dessen seine Aufmerksam- 
keit der Moéglichkeit zuwenden, dafi sich vielleicht intermediir 
Quecksilberoxychlorid gebildet haben kénnte, das ja als oxy- 
dierend wirkend gedacht werden kann. Eine solche Ver- 
hindung konnte némlich als Zwischenprodukt bei erwihntem 
Reaktionsverlaufe sehr wohl entstanden sein. 

Mit Stiitze auf die von mir gemachten friiheren  Er- 
fahrungen, deren Ergebnisse in der des Ofteren erwiihnten 
Abhandlung niedergelegt sind, wandte ich mein ganzes Interesse 
der Zusammensetzung jener Korper zu, die eine Blaufiirbung 
der Guajaktinktur bedingen. Besondere Aufmerksamkeit ver- 
diente in dieser Hinsicht bei obigem HReaktionsvorgang das 
Hydroxyl, da ja die beiden Hydroxylgruppen der Natronlauge 
an der Reaktion in der Weise teilhaben, dai ein O bei Hg 
bleibt, wiihrend die restierenden OH +-H sich zu H,O ver- 
einigen. Somit wtirde ein Kampf stattfinden zwischen dem 
bestreben des Hydroxyls und des Wasserstoffes, Wasser zu 
bilden auf der einen Seite und der Guajaktinktur auf der 
anderen Seite, diese sucht die Wasserbildung zu verhindern, 
indem sie teilweise oder vollstandig die Elemente des Wassers 
in sich aufzunehmen strebt. Inwiefern es also in der Tat 
wihrend des Reaktionsverlaufes gebildetes Oxychlorid oder 
Hydroxyl ++ Wasserstoff gewesen war, das die Blaufirbung 
verursachte, konnte lediglich hiernach nicht unwiderleglich ent- 
schieden werden. 

In derselben Weise wie die Quecksilbersalze verhiilt 
sich das Silbernitrat mit Alkalihydraten versetzt; auch hier 
tritt die Blaufairbung der Tinktur auf. Silber bildet ja eben- 
sowenlg wie Quecksilber ein bestiindiges Oxydhydrat. Aus 
diesem Grunde kann der Verlauf der Reaktion bei beiden 


ais analog betrachtet werden. Hier kénnen aber  gleichfalls 
nicht mit Sicherheit Schliisse gezogen werden auf die Kérper, 
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die wiihrend des Reaktionsverlaufes von der Tinktur aufge- 
fangen werden. 

Beim niichstfolgenden Versuch galt es nun festzustellen, 
was die Folge sei, wenn zu einem Salz mit zweiwertigem 
Metallradikal (z. B. CaCl,) Guajaktinktur und Natronlauge ge- 
fiigt wurde. Hier geraten ja mithin zwei Hydroxylgruppen in 
Bewegung bei der Reaktion. Wie aber indessen auch diese 
beiden LoOsungen vermischt wurden, eine Verdanderung der 
Guajaktinktur war in keiner Hinsicht zu konstatieren. Ganz 
in derselben Weise verhielt es sich, wenn man Natronlauge 
mit MgCl,- oder MgSO,-Lésungen vermischt; die Tinktur bleibt 
unverandert. 

Setzt man nun die Formeln fiir die Reaktionsverliiufe ein, 
so tritt der Unterschied zwischen den entstandenen Produkten 
in dem einen und dem anderen Falle deutlich an den Tag: 

HgCl, +- 2 NaOH — HgO + 2 NaCl -- H,0 
CaCl, -+- 2 NaOH = Ca(OH), + 2 NaCl. 


Wie man hier ersieht, bildet sich nur in einem Falle 
Wasser und zu bemerken war, daf nur in diesem Falle die 
Guajaktinktur blaugefiirbt wurde. Demgemiifi wiirde die Blau- 
fiirbung ganz einfach zustande kommen bei derartigen Reak- 
tionen, wo Wasser als Nebenprodukt gebildet wird. Da diese 
Lage der Dinge mir streng genommen eigentiimlich vorkam. 
war es anderseits ja miihelos, nun zu kontrollieren, wie die 
Sache sich in Wirklichheit verhielt. Bei der Sattigung von 
Siiuren und Basen miteinander erhiilt man ja das Wasser gleich- 
sam als Nebenprodukt. Einer der einfachsten Reaktionsver- 
verliiufe kann durch folgende Formel veranschaulicht werden: 

NaOH -+- HC] = NaCl + H,0O. 

Mische ich demnach Natronlauge mit Chlorwasserstoll- 
siiure oder Schwefelsiure bei Vorhandensein von Guajaktinktur, 
so wird sich diese natiirlich blau farben, wenn eben die Fir- 
bung ihre Ursache in der Wasserbildung bei der Reaktion hat. 

Ich vermischte darum ungefiihr 1 cem Guajaktinktur mit 
5 cem Wasser (destilliert) und lie} dann aus einer Burette 
10 eem Normal-NaOH herabrinnen. Eine gelbgriine Losung ent- 
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<tand. Zu dieser lief ich unter Umrihren Normal-H,SO, flieben. 
Schon bei Zusatz der ersten Kubikzentimeter H,SO, begann 
ein Farbenwechsel vor sich zu gehen und nachdem 10—12 ccm 
zugesetzt worden waren, hatte die Mischung eine schone, blaue 
Farbe angenommen, die bei Sauretiberschul nicht verschwand 
und die charakteristisch war ftir die blaue Farbe, die bei der 
Qxydation von Guajaktinktur mit oxydierenden Stoffen wie Chlor, 
Brom, Eisenchlorid usw. 

Der Versuch wurde dann in variierter Form wiederholt 
und zwar bei gréberer oder geringerer Konzentration der Lauge 
und der Siiure: immer konnte eine Blaufiirbung beobachtet 
werden. Wurden Lauge und Siiure aufeinander geschichtet, von 
denen die eine oder die andere vorher mit Guajaktinktur ver- 
setzt worden war, so entstand zwischen den Beriihrungsflichen 
eine blaugrtine Zone. 

Die Guajaktinktur erinnerte hier somit gewissermaben 
an das Verhalten der Indikatoren bei z. b. Titrieranalysen. 
Der Unterschied ist gleichwohl erheblich. Man erinnere sich 
z. Bb. der LackmuslOsung oder des Phenolphtaleins, von denen die 
erstere rot gefiarbt wird von der Siéure, wiihrend das letztere 
farblos bleibt. Wird dagegen Alkali in geringstem Uberschul 
hinzugesetzt, so nimmt die Lackmuslésung eine blaue Farbe 
an, wahrend anderseits Phenolphtalein rot wird und zwar un- 
abgesehen davon, ob die resp. Indikatoren mit Siiure oder Lauge 
zusammengemischt sind oder nicht vor dem Versuche. Ganz 
anders verhalt es sich anscheinend mit der Guajaktinktur. Diese~ 
mub unter der Einwirkung von Séure und Lauge stehen, 
: um eine blaue Fiairbung annehmen zu kinnen, denn weder 
| Natronlauge noch Salzsiure konnten fiir sich allein eine Blau- 
lirbung bewirken. Keineswegs trat eine Blaufirbung ein, wenn 
die Guajaktinktur hinzugemischt wurde, nachdem die Reaktion 
dieser beiden Stoffe aufeinander nach der Mischung als abge- 
schlossen zu betrachten war. 

Auch mit verschiedenen Siéiuren und Basen wurden Ver- 
suche angestellt und hierbei bekriftigte sich die voraus ge- 
machte Erfahrung, daB nach der Vermischung von Séure und 
Lauge eine Blaufarbung des ausgefillten Guajakharzes, die bei 
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einem Uberschu8 von Séure nicht verschwand, erzielt wurde. 
wenn Guajaktinktur vorhanden war. 

Die Séiuren und Basen, die in dieser Weise erprobt wur- 
den, waren Chlorwasserstoff-, Schwefel-, Wein-, Essig-, und 
Zitronenséure zusammen mit Kali- und Natronlauge sowie Am- 
moniak und Kalkwasser. 

Von besonderem Interesse war es, das Verhalten der 
Kohlensiure in dem eben erwihnten Fall zu studieren. Ich 
leitete Kohlensiiure, die zuerst Schwefelséiure hatte passieren 
miissen, in eine Mischung von Natronlauge und Guajaktinktur 
iiber. Auch jetzt trat eine deutliche Blaufaérbung der Mischung 
ein. Nahm ich indessen Wasser, das unter Druck mit Kohlen- 
siiure gesiittigt worden war, etwa eine Flasche gewohnliehen 
Mineralwassers, und gof dieses in einen Becher, der Natron- 
lauge -+ Guajaktinktur enthielt, so zeigte sich die Mischung 
in prichtigstem Blau. 

Da ich befiirchtete, daB vielleicht eine Spur von Eisen 
in der Mischung vorhanden sein koénne, das storend einzu- 
wirken imstande war, beschaffte ich mir von einer Mineral- 
wasserfabrik mit destilliertem Wasser unter Druck dargestelltes 
kohlensaures Wasser. Hierin konnte kein Eisen nachgewiesen 
werden. 

Dies Wasser erhielt in vorher bereits geschilderter Weise 
sogleich eine starke Blaufiirbung bei Vermischung mit NaOH 
+ Guajaktinktur. 


Anderseits dachte ich: Die Kohlensiiure selbst muf} mir 


meine Annahmen bestiitigen kénnen betreffs der Bruchteile von 
Wasser als Ursache der Blaufirbung. 

Die Lésung des Kohlendioxyds reagiert gegen Lackmus 
sauer. Es ist also in der wiisserigen Loésung eine Siaure vor- 
handen. «Die Formel fiir Kohlensaéure ist H,CO, und sie zer- 
fiillt iiuBerst leicht in Wasser und das Anhydrid CO .»!) Hier- 
bei mubte somit mit Guajaktinktur blaugefarbt werden. 

Die Probe verlief folgendermaBen. In einem Becher, der 


ungefiihr 400 eem faBte, wurden 5 cem Tinktur mit ungefihr 


20 cem destilliertem Wasser gemischt. Hierzu wurden dann un- 





', Ostwald, Grundlinien d. anorg. Chem. S. 397. Leipzig (1900). 
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gefiihr 300 ccm von unter Druck mit Kohlensi&iure versehenem 
destilliertem Wasser zugemischt. Die Mischung war milchweil 
und erst nach Verlauf einiger Stunden konnte eine sehr schwache 
Blaufiirbung beobachtet werden. Stellte man jedoch das Gefiib 
mit dem Gemenge in warmes Wasser, so trat die Blaufiirbung 
weit schneller ein; sie wies aber liingst nicht den von mir erwar- 
teten Grad der Intensitiit auf. Erst nach Verlauf von 24 Stunden 
hatte die Mischung eine deutliche Blaufarbung angenommen. 

Zur Erklirung des Umstandes, dab die Blaufarbung nicht 
mit der vermuteten Intensitat eintrat, konnte folgendes dienen. 
Man konnte sich denken, daB das Kohlendioxyd bei seiner 
Verdunstung sozusagen das Wasser mitnimmt. Das Kohlen- 
dioxyd ist ja wie alle Gase tberhaupt sehr schwer vollkommen 
wasserfrei darzustellen. Da nun CQ, sich mit H,O vereinigt, 
so kann es mdglich sein, dai das Gas sich verfliichtigt hat 
nicht als CO, unter Zuriicklassung von H,O, sondern mindestens 
teilweise oder doch zum groBten Teile als H,CO,. 

Somit muf man also annehmen, dap unzweifelhaft eine 
<Oxrydation» der Guajaktinktur stattgefunden hat bei der Neutrali- 
sation der eben genannten Scduren und Basen. 

Interessant war das Verhalten von Magnesiumoxyd. Mag- 
nesia alba, ein Gemenge von Magnesiumcarbonat und Magnesium- 
hydroxyd, wurde so lange gegliiht, bis die Kohlensiiure ver- 
schwand. Eine erkaltete Probe wurde mit etwas Wasser (destil- 
liert) in einer Porzellanschale verriihrt und mit Guajaktinktur ver- 
setzt; eine gelblich griine Lésung entstand. Hierzu wurde tropfen- 
weilse verdtinnte Schwefelsiiure (10°/o) gesetzt. Eine schéne 
blaufirbung war die Folge. Deren ungewohnliche Intensitiit 
lief mich auf den Gedanken kommen, ob vielleicht Eisen im 
Gemisch vorhanden sei. Eine geringere Quantitiit 2—3 g wurden 
daher aufs neue gegliiht und zwar mit Gebliseflamme in einem 
Platintiegel ungefiihr eine halbe Stunde lang. Der erkaltete 
Kiickstand verhielt sich doch in ganz derselben Weise wie 
vorher erwahnt. 

Das Vorhandensein von Eisen scheint nur aus folgenden 
Griinden ausgeschlossen zu sein. Gliihe ich nimlich Eisencar- 
bonat oder ein anderes Eisensalz — d. h. diejenige Vereinigung, 
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in welcher hier Eisen eventuell vorkommen kénnte — allein, 
so entsteht ja Eisenoxvd. Wird dieses mit Wasser und Guajak- 
tinktur tibergossen, so entsteht auch bei Erhitzung keine Ver- 
‘iinderung. Auch zeigte sich keine Spur von Blaufirbung, wenn 
verdiinnte Schwefelsiiure zugesetzt wurde. 

Diese Erscheinung riihrt daher, dafi Eisenoxyd in Siuren 
unléslich ist. Dies gegliihte Eisenoxyd ist in Séuren nahezu 
unloslich und geht nur bei tagelangem Erwarmen mit konzen- 
trierter Salzsiiure in Lésung (Ostwald).!) 

Die Blaufarbung kann aus diesem Grunde nur als von 
sruchteilen von Wasser herriihrend betrachtet werden, das sich 
bildet nach der Formel: MgO +- H,SO, = MgSO, -+- H,0O. 

Magnesiumoxyd verhilt sich somit anders als Zinkoxyd 
und zwar aus Griinden, die weiter unten angefiihrt werden. 

In meinem vorigen Aufsatze machte ich die Mitteilung, 
dali gerade eben ausgefiilltes Eisenoxyd sich bei Zusatz von 
Guajaktinktur nicht veriinderte, dafi dagegen bei Erhitzung eine 
Blaufirbung entstehe. 

In Ubereinstimmung mit der zuvor gemachten Beobach- 
tung betreffs der Blaufirbung der Tinktur und zwar zugleich 
auch als Stiitze und Beweis ihrer Richtigkeit kann nunmehr 
eine andere Erklirung gegeben werden, die bei weitem mehr 
befriedigen diirfte. 

Bei Fiillung von Eisenchloridlésung mit z. B. Ammoniak 
entsteht wie bekannt Eisenhydroxyd, Fe(OH),. Alle Fachleute 
sind einig darin, dafi sowohl bei langerer Aufbewahrung der 
getrockneten Fiillung, wie bei der Erhitzung Wasser und Eisen- 
oxyd (Fe,O,) entstehen nach der Formel: 

2 Fe(OH), = Fe,O, + 3H,0. 

E. Schmidt?) schreibt hiertiber: «Trocknet man Eisen- 
hydroxyd bei héherer Temperatur, oder kocht man dasselbe 
im frisch gefiillten Zustande lingere Zeit mit Wasser, so wird 
es dichter und nimmt eine dunklere Farbe an, indem es in 
wasseriirmere*) Verbindungen tibergeht. » 











') Grundl. d. Anorg. Chem., S. 580. 
?) Ausfiihrl. Lehrb. der Pharm. Chem., S, 737 (Braunschweig 187. 4 


‘) Im Original nicht gesperrt gedruckt. 
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Auch hier miissen es also die Bruchteilechen des Wassers 
<ein. die im Begriff Wasser zu bilden die Tinktur blaufirben. 
Vorerst wird nun die Untersuchung der Einwirkung der Saéuren 
auf die Oxyde bei Vorhandensein von Guajaktinktur fort- 
gesetzt. 

sesonders bemerkenswert war das Verhalten der Stoffe 
bei Zinkoxvd. Wird namlich Zinkoxyd mit Schwefelsiure be- 
handelt, so diirfte die Reaktion nach folgender Formel vor sich 
sehen: ZnO +- H,SO, = ZnSO, + H,0. 

In Ubereinstimmung mit der vorher gemachten Erfahrung, 
sollte also hier gleichfalls die Guajaktinktur blaugefiirbt werden. 
Dies trat indessen nicht ein, wie auch die Zusammenmischung 
oder L6sung vorgenommen wurde. 

Es mufte nun schlieblich untersucht werden, wie Zink- 
hvdroxvd Zn(OH), sich in gleichem Falle verhalten wiirde. 

Zinksulfatlisung wurde unter Vermeidung eines Uber- 
schusses des Fallungsmittels (NaOH) versetzt. Die Fiillung wurde 
aufgesammelt und vollig ausgewaschen. Zur Probe dieser Mi- 
schung wurde Guajaktinktur und dann sowohl Salz- wie Schwefel- 
siiure hinzugesetzt. Dabei verhielt sich das Zinkhydroxyd ganz 
in derselben Weise wie das Zinkoxyd: Eine Blaufiirbung konnte 
nicht erzielt werden, wie auch immer das Hydroxyd mit den 
verschiedenen Séuren behandelt wurde. 

Von Interesse war weiterhin auch, festzustellen, wie Zink- 
hydroxyd an und fiir sich sich zur Guajaktinktur verhielt, so 
z. b. bei Erwaérmung. Man konnte sich ja denken, dafi Zink- 
hydroxyd in derselben Weise wie Eisenhydroxyd nach folgen- 
der Formel Wasser unter Bildung von Zinkoxyd abgiibe: 
Zn\OH), = ZnO +- H,O. In diesem Falle miifte die Tinktur 
sich ja blau fiirben. Dies geschah indessen nicht: weder in 
der Kilte noch beim Kochen wurde Blaufirbung erzielt. Dies 
war Ja tbrigens vorauszusehen. Man muf} im Gegenteil das 
Hvdroxyd wenigstens schwach gliihen, um es von Wasser zu 
befreien, und hierbei kann selbstverstandlich die Guajakprobe 
nicht weiter in Anwendung kommen. 

Wegen des verschiedenen Verhaltens von Zinkoxyd und 
4inkhydroxyd gegeniiber den iibrigen erwiihnten Metalloxyden 
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wurden ebenfalls Versuche mit Eisenhydroxydul angestellt. Eisen, 
ist ja wie Zink ein Wasserstoff deplazierendes Metall. 

Da Eisenoxydul infolge der Leichtigkeit, mit der es oxy- 
diert, an der Luft in freiem Zustande nicht kann dargeste!|t 
werden, so wurde der Versuch etwa folgendermafien zur Aus- 
fiihrung gebracht, daf} nimlich ca. 1 g Ferrosulfat in etwa 5 ¢ 
destilliertem Wasser aufgelOst und mit abwechselnd 4, 6—10 ccm 
normaler Natronlauge gefillt. Eine griinblauliche Fiillung ent- 
stand. Der Mischung wurde Guajaktinktur hinzugesetzt und 
unmittelbar darauf normale H,SO,, bis die Fiillung sich aufliste. 
Wie auch die Mischung ausgefiihrt wurde, stets blieb eine 
Fiirbung der Guajaktinktur aus. Eisenhydroxydul verhielt sich 
somit in derselben Art und Weise wie Zinkoxyd und Zink- 
hydroxyd. 

Wie oben schon gesagt, bewirkten die Oxyde und Hy- 
drate von Ba, Mg und Ca bei Sittigung mit einer Siiure 
Blaufiirbung der Guajaktinktur. Die Salze BaCl,, MgSO, und 
CaCl, werden nun in derselben Weise behandelt wie das 
Ferrosulfat, um einen Vergleich anzustellen. Etwa 1 g wurde 
in Wasser aufgelést. Hierzu wurden 5—10 ccm normales Na0i 
sowie Guajaktinktur gefiigt. Bei Sattigung mit H,SO, entstand 
stets eine deutliche Blaufirbung. 

Interessant war eben das Verhalten von Chlorkobalt zur 
Guajaktinktur. 

Das Salz, das hierbei zur Anwendung kam, bestand aus 
eroBen tiefroten Krystallen und diirfte der Formel COCI, — 
6H,O entsprochen haben. Die wiisserige L6sung hiervon blie) 
sogar bei Erhitzung unveriindert, wenn Guajaktinktur hinzu- 
gesetzt wurde. Eine geringe Quantitiit des Salzes wurde in 
Wasser gelést. Der schwach rosenroten Lésung wurden einige 
Kubikzentimeter normal NaOH hinzugesetzt. Eine lavendelblaue 
Fiillung entstand, die mit Zusatz von einem oder anderet 
Kubikzentimeter Guajaktinktur eine griinblaue Farbung annalitn. 
Wurde hierzu dann normale H,SO, zugesetzt, so entstand eine 
intensive Blaufiirbung, die an Schirfe nur mit derjenigen ve!- 
glichen werden konnte, die entstand, wenn Chlorwasser zu eine! 
gleichen Menge Tinktur hinzugesetzt wurde. 
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Wird die Guajaktinktur bei der eben erwahnten Reaktion 
ausgeschlossen, so wird die lavendelblaue Fiillung sofort von 
der Schwefelsaéure aufgelést und man erhalt wieder eine rosen- 
farbige Losung. Wird hierzu sogleich nach der vollendeten 
Auflésung der Fallung Guajaktinktur gesetzt, so entsteht jetzt 
ebenfalls Blaufarbung, die jedoch wesentlich schwiicher er- 
scheint, als wenn Guajaktinktur hinzugefiigt worden wire, 
wiihrend des Verlaufes der Reaktion; in diesem Falle pflegt 
die Firbung ja ein weit intensiveres Blau aufzuweisen. 

Dies scheint darauf hinzudeuten, dai, obwohl die ge- 
bildete Fallung sofort durch die Schwefelsiure aufgel6st zu 
werden scheint, die Reaktion gleichwohl nicht so rasch be- 
endigt wird, wie man anzunehmen geneigt sein kénnte. 

Wie bekannt, sind Kobaltsalze in wasserhaltigem Zu- 
stande im allgemeinen rot, in wasserfreiem Zustande dagegen 
blau. Die Lésung von Chlorkobalt wird mit konzentrierter 
Salzsiure oder Schwefelséure tief blau. Diese Séuren sind ja 
ebenfalls wasserentziehende Mittel; sie nehmen das Wasser 
auf. Die sogenannte sympathetische Tinte, die ein gleiches 
Verhalten zeigt, ist eine verdtinnte L6sung von Chlorkobalt. 
Kereits durch ganz mifige Erwarmung wird die Schrift sicht- 
bar. Diese jetzt geschilderten Umstiinde stehen selbstver- 
stiindlich in Zusammenhang mit der Intensitét, mit der die 
i Guajaktinktur bei den oben beschriebenen Versuchen blau ge- 
firbt wurde. 

Endlich suchte ich nun eine Art und Weise zu ersinnen, 
wie ich quantitativ (méglichst durch kolorimetrische Methode) 
die gebildete Wassermenge bestimmen konnte.  Hierdurch 
glaubte ich ein Mas zu erhalten fiir das gebildete Wasser 
bei der Umsetzung zwischen Baryumhydroxyd und Schwefel- 
siure. Die Reaktion verliuft ja in folgender Weise: Ba(OH), -+- 
H,SO, = BaSO, + 2H,0. Eine augenblickliche Fillung geht 
ja vor sich bei der Vermischung dieser beiden Stoffe, wobei 
BaSO, und H,O gebildet werden miissen. 

Indessen erhielt man hier keine Blaufarbung von wesent- 
‘icher Bedeutung, obwohl verhiiltnismaébig bedeutende Mengen 
von Ba(OH), und H,SO, aufeinander einwirkten. Mit Guajak- 


Hoppe-Seyler'’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. LV. 19 
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linktur ergab die Ba(OH),-Losung wie gewohnlich eine gel). 
griine Farbung. Wurde verdiinnte Schwefelsdure hinzugesetzt. 
so entstand freilich eine Blaufiirbung, jedoch eine sehy 
schwache und zwar war sie viel weniger intensiv, als ich 
eigentlich erwartet hatte. 

Ich ziehe aus diesem Umstande den SchluBsatz, daj) 
Wasser nicht in der Menge gebildet worden ist, wie oben be- 
schriebene Reaktion angibt. 

In der Literatur findet man keine Angaben tiber die Zu- 
sammensetzung des Baryumsulfats (Krystallwasser usw.), son- 
dern dies wird ganz einfach als BaSO, bezeichnet. Bei der 
quantitativen Bestimmung von Schwefelsiure mit Ba mubte ja 
doch, damit man ein richtiges Resultat erhielt, eine Gliihung 
des durch Fillung gewonnenen Sulfates vorgenommen werden. 

Aus dem oben Angefiihrten scheint demnach mit aller 
wiinschenswerter Deutlichkeit hervorzugehen, da die Guajak- 
tinktur als ein Reagens fiir die Wasserbildung bei der Siitti- 
vung von Séuren und Basen betrachtet werden kann. 

Diese Reaktionen sind ja von fundamentaler Bedeutung 
und beanspruchen demzufolge das allergrOBte Interesse. 

Hiitte hierzu eine quantitative Bestimmung des eut- 
standenen Wassers gefiigt werden kénnen, wiire die Reaktion 


natiirlich wertvoller gewesen. Eine derartige Methode — we- 
nigstens kolorimetrische — ist vielleicht auf der Basis dieser 


meiner Untersuchungen sehr wohl denkbar. Da meine Zeit 
indessen iiuBberst beschriinkt ist und andere Kollegen moglicher- 
weise bald auftreten werden mit anderen Erklirungen als den 
von mir gegebenen, so habe ich von der Ausarbeitung einer 
solchen Methode Abstand nehmen miissen. 

Anderseits glaube ich doch, da bereits nun gewiss¢ 
SchluBsiitze gezogen werden kénnen betreffs der Zusammen- 
setzung jener Salze, bei deren Entstehen keine Blaufarbunz 
der Guajaktinktur beobachtet werden konnte. Um daher dic 
Aufmerksamkeit auf diese Reaktion zu lenken und da, wie 
sich weiter unten ohne weiteres ergeben wird, gewichtige 
Griinde fiir meine SchluBsitze vorzuliegen scheinen, nelime 
ich keinen Moment Anstand, in aller Kiirze dariiber zu han- 
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dein, auch auf die Gefahr hin mit den herrschenden An- 
s¢hauungen in strikten Widerspruch treten zu miissen. 

Wegen des Verhaltens von Zinkoxyd und Zinkhydroxyd 
segeniiber Siéiuren, das oben besprochen worden ist, wiirde 
man somit zu der Annahme geneigt sein, dali sich kein Wasser 
bei der Reaktion bildete, insofern die Guajaktinktur sich nicht 
hlau fiirbte. Dies ist auch keineswegs unwahrscheinlich. Zink- 
sulfat scheidet sich somit scharf von NaCl, Na,SO,, CaCl,, 
MgCl, u. s. f. Salzen, deren Bildung oben behandelt worden 
ist. dadurch, dafi es keine neutrale Reaktion hat. Eine Zink- 
sulfatlbsung reagiert sauer und fiirbt Lackmuspapier rot. 

Wenn Wasser nicht gebildet wird, falls Zinkhydroxyd in 
Schwefelsiiure aufgelést wird, so kann, wie klar auf der Hand 
liegt, die Formel nicht lauten: 

Zn(OH), + H,SO, = ZnSO, ++ 2H,0, 
sondern: Zn(OH), +- H,SO, = {[Zn(OH), +- H,SO,]. Die grobe 
Klammer soll hierbei andeuten, daf Zn(OH), -+- H,SO, sich zu 
einem Molekil vereinigt. Anderseits miibten ZnO -}- H,SO, erst 
in Gegenwart von Wasser (so ist es auch in der Tat) eine 
Vereinigung miteinander eingehen kénnen und so erhalten wir: 
ZnO +- H,O -+ H,SO, = |Zn(OH), -+- H,SO,}. 

Zinksulfat zeigt auch ganz eigentiimliche Verhiiltnisse bei der 
Erhitzung. E. Schmidt!) bemerkt hieriiber: «Die Krystalle 
des Zinksulfats verwittern schwach an der Luft; im Vacuum 
und bei 100° verlieren sie 6 Molektile Wasser. Das siebente 
Molekt] Wasser geht erst bei 200° weg. » 

Wenn daher in Wasser gelistes Zinksulfat nicht langer 
geschrieben werden kann ZnSO,, sondern ein grdferes Molekiil 
hat, kann die Reaktionsformel: Zn -+- H,SO, = ZnSO, -+- H, 
nicht langer richtig sein. Das Verhalten der Schwefelsiure 
zum Wasser deutet auch darauf hin. SO, vereinigt sich mit 
H,0 zu H,SO,; wird H,SO, mit Wasser gemischt, so geht die 
Vermengung unter starker Warmeentwicklung vor sich. «Die 
Vereinigung, die bei der Aufnahme von Wasser in erster Linie 
gebildet wird, hat folgende Zusammensetzung: H,SO,—-++ H,O 
und kann bei Winterkalte krystallisiert erhalten werden. Die 








') Ausfiihrl. Lehrb. der Pharm, Chem. (Braunschweig 1887). 
19* 
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Mischung mu indessen unter stetiger Erwarmung geschehen 
und zwar so lange, bis noch ein weiteres Molekiil aufgenommen 
worden ist.»!) Im selben Sinne schreibt Erdmann?): «Ge- 
mische von Schwefelséure und Wasser heifen im allgemei- 
nen verdiinnte Schwefelsdure, allein viele Erscheinungen 
weisen darauf hin, daB es verschiedene Hydrate der Schwetel- 
siiure gibt, in denen das Wasser nach festem Verhiltnis mit 
der Siiure verbunden ist. Es gebt dies namentlich aus dem 
sehr auffiilligen Verhalten hervor, welches verdiinnte Schwefel- 
siiuren beim Abkihlen zeigen. Je nach gréBerem oder geringe- 
rem Wassergehalte beobachteten Pfaundler und Schnegg, 
sowie neuerdings Hillmayr mitunter hohe, bei anderen Kon- 
zentrationen wieder sehr tief liegende Schmelzpunkte. » 
Somit wiirde man berechtigt sein, anzunehmen, daf das 
Monohydrat H,SO, wenigstens 2 Molekiile H,O aufnimmt. Aus 
diesem Grunde kénnte man sich die Forme] fiir Schwefelsiure in 
wisseriger Lisung denken wie folgt: H,SO, +- 2H,O = S(OH),. 


Wirkt Zink hierauf ein, wiirde die Reaktion folgendermafen 
— 


verlaufen: S(OH), + Zn = > es Diese Zinksulfatformel 
wiire somit der oben erhaltene: [Zn(OH), + H,SO,]. 

Wie oben erwiéhnt wurde, verhielt sich Ferrohydroxyd in 
derselben Weise wie Zinkhydroxyd: eine Auflésung mit Schwefel- 
siiure wurde vorgenommen, ohne daB die Guajaktinktur reagierte. 

Die Reaktion zwischen Eisen und verdiinnter Schwefel- 
siiure wiirde also auch hier folgendermafen verlaufen: 

Fe + S(OH), = S—o- Fe +H, 
oder des besseren Uberblickes wegen: [Fe(OH), ++ H,SO,]. 

Viele Umsténde deuten ja auch darauf hin, daB die Sache 
sich so verhilt. Hier soll nur hingewiesen werden auf den 
Gegensatz in der Firbung der Oxydulsalze und der Oxydsalze, 
die hier, wie von allen zugegeben wird, beruht auf dem 
Vorhandensein von Eisenhydroxyd, das durch Hydrolyse ent- 


standen ist. 


‘) C. W. Blomstrand, Larob. i Oorgan. Kemi. Lund 1897. 
*) Lehrb. d. Anorg. Chem. von Prof. Dr. H. Erdmann, §S. 200) 


(Braunschweig 1900). 
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An dieser Stelle soll nur die natiirliche Erklérung des 
Oxydationsverlaufes der Kisensalze erwihnt werden, wenn man 
ausgeht von obiger Formel fir z. B. Ferrosulfat. 

Wie bekannt, erfordert ein Molekiil Ferrosulfat ein Atom 
Chlor, wenn eine vollstandige Oxydation von Ferrosulfat zu 
Ferrisulfat stattgefunden haben soll. Betrachtet man die Formeln 
fiir diesen Oxydationsverlauf etwas niher, so ersieht man, daf 
dieser von den meisten Autoren entweder dargestellt wird (unter 
Hinweis darauf, daf ebenfalls Eisenchlorid gebildet wird) in 
foleender Weise: 
6(FeSO, + 7H,O) + 6Cl = 2Fe,(SO,), +- Fe,Cl, + 42H,O') 
oder mit AusschluB des gebildeten Eisenchlorids: 

2(FeSO, + 7H,O) + H,SO, -+- 2Cl 
= 2HCl + Fe,(SO,), + 14H,0.?) 

Es liegt auf der Hand, daB diese Reaktionsformeln nicht 
den wirklichen Ausdruck fiir den Reaktionsverlauf reprisen- 
tieren k6nnen, der zwischen Chlor und Ferrosulfat vor sich 
geht. Das Wasser, das auch hier ganz sicher eine Rolle spielt, 
wird ganz einfach abgeschieden und in derselben Menge nach 
wie vor der Reaktion. Somit haben wir als Produkt in der 
ersten Formel 42 Molektile Wasser und in der letzteren 14 Mole- 
kiile, also gerade die Wassermenge, von der von Anfang an 
ausgegangen wurde. In der letztgenannten der beiden Formeln 
wiirde sogar der gebildete Chlorwasserstoff (2 HCl) seinen Wasser- 
stoff von der Schwefelséure erhalten haben. Anderseits ist es 
klar und deutlich, «dai die oxydierenden Wirkungen des Chlors 
nur von seiner Umsetzung mit Wasser herriihren, bei 
welcher sich Sauerstoff in seiner reaktionsfihigsten Form bildet: 
H,O + Cl, = 2HCl + O».3) Die Teilnahme des Wassers 
an der Reaktion muB somit angegeben werden, wenn ein wahr- 
heitsgem&Bes Bild des Verlaufes der Reaktion gegeben werden 
soll. Dies kann man anderseits wieder nicht tun, ohne dab 
man Kenntnis von dem Molekiile des Ferrosulfates in der Wasser- 


') Hammarsten, Kortf. Lairobok 1 Farm. Kemi, S. 168. 

*) Ausfiihrlich. Lehrbuch der Pharm. Chemie von Prof. Dr. Ernst 
Schmidt, S. 216. 

*) Lehrb. d. Anorg. Chem. v. Prof. Dr. H. Erdmann, S. 273. 











276 C. E. Carlson, 


losung hat. Aus obenerwiéhnten Griinden wiirde diese Forme! 

. 
rene o — Fe oder besserer Ubersichtlichkeit wegen: 

[Fe(OH), -- H,SQ,]. 

Mit dieser Formel ist es leicht, den Verlauf der Reaktion mit 
Chlor anschaulich zu machen, nimlich folgendermafen: 
[Fe(OH), -- H,SO,| -+ H,O + Cl = Fe(OH), +--+ H,SO, + HCI. 

Ferrihydroxyd findet sich hier in sogenanntem kolloidale), 
Zustande und wird angesehen durch Hydrolyse entstanden zu sein, 

Ostwald!) bemerkt hieriiber: «<Doch zeigen die meisten 
errisalze in wiisseriger Lésung gelbe bis braunrote Farhe. 
Diese riihrt aber nicht von Ferriion her, sondern von vor- 
handenem Ferrihydroxyd, welches sich im kolloidalen Zustande 
gelOst vorfindet. Die regelmiibige Bildung dieses Bestandteils 
erfolgt, weil Ferrihydroxyd, Fe(OQH),, eine sehr schwache Base 
ist und dwher durch die hydrolytische Wirkung des Loésungs- 
wassers (S. 255) aus den Salzen ausgespaltet wird. » 

Folgende Einwendung gegen den von mir aufgestellten 
Oxydationsverlauf von Ferrosulfat mittels Chlor kann ja vor- 
gebracht werden, daf} Sauerstoff keine Rolle bei der Oxydation 
zu spielen schien. Wahrscheinlich bildet sich in diesem Falle 
kein Sauerstoff, sondern Hydroxyl nach der allgemeinen Regel, 
dab die unbestiindigsten Vereinigungen zuerst gebildet werden. 

Indessen oxydiert sich eine Ferrosulfatlosung bereits durch 
Einwirkung des Sauerstoffs der Luft. Hieriiber schreibt Ost- 
wald:*) «Auch beim Stehen an der Luft verwandeln sich Ferro- 
salze in Ferrisalze. Hierbei beteiligt sich der Sauerstoff der 
Luft, indem er mit dem Wasser Hydroxylion bildet und so das 
negative lon liefert, welches gleichzeitig entstehen mub, wenn 
die positive Ladung des Ferroions vermehrt wird. Der Vor- 
gang kann durch die Gleichung dargestellt werden: 

4Fe + O, + 2H,O = 4Fe + 40H’>. 

Schreibt man nun den Oxydationsverlauf mit Ferrosullat 

statt gessen und ohne elektrolytische Bezeichnung, so findet 


'} Grundlin. d. Anorg. Chem. von W. Ostwald, 8S. 575. 
*) Grundlin. d. Anorg. Chem. von W. Ostwald, S. 576. 
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man leicht die Ubereinstimmung, die statthat mit der vorher- 
sehenden elektrolytisch bezeichneten Formel: 
:(Fell (OH), —- H,SO,] + 0, + 2H,O = 4Fe!"'(OH), ++ 4H,SO,. 

Der Oxydationsverlauf von Ferrosulfat wiirde somit eine 
einfaeche Erklirung erhalten und konnte demgemiif} vollig  er- 
<-pfend veranschaulicht werden durch die hierfiir aufgestellte 
Formel. 

Als Konsequenz des eben erwihnten Falles wiirden, wie 
klar auf der Hand liegt, auch andere Schlubsiitze gezogen werden 
konnen. Da diese Verhiltnisse aber streng genommen auber 
dem Rahmen dieses Aufsatzes liegen, werden sie hier nicht 
weiter erwihnt. 

Ich beriihre daher in meinen Schlubausftihrungen mit 
einigen Worten die Guajakblutprobe. 

Es diirfte wohl ohne welteres als ausgemacht angesehen 
werden, dafB nunmehr nach Kenntnisnahme von obenerwihnten 
Verhiiltnissen die Ansicht, daB eine Uberfiihrung von sei es 
(zon oder Hydroxyl von seiten des Blutes auf die Guajak- 
tinktur bei Vorhandensein von «<ozonhaltigem» Terpentinol oder 
Wasserstoffperoxyd méglich sei, nicht langer mehr als haltbar 
velten kann. 

Wasser mu wahrscheinlich gebildet werden, wenn eine 
blaufiirbung der Tinktur stattfinden soll. Also muB Blut -- Re- 
avens Wasser bilden. Dies ist auf zweierlei Weise denkbar. 
Eutweder so, dab das Terpentinol Sauerstoff oder Hydroxyl 
abgibt und das Blut Wasserstoff oder aber, dafi das Blut Sauer- 
stolf bezw. Hydroxyl und das TerpentinOl Wasserstoff abgibt. 

Durch die Arbeiten emer grofen Anzahl von Forschern 
ist es klar geworden, dai vor allem im blute, aber auch in 
verschiedenen tierischen Geweben oder Zellen eine Menge von 
uugesattigten Verbindungen vorkommen, die zur Aufnahme von 
Sauerstolf befahigt sind: man hat diesen den Namen «Oxydasen> 
beigelegt. Da diese Oxydasen iiuBerst leicht oxydiert werden, 
nub es nur im Ansehlusse an die oben aufyestellte Alternative 
das Blut sein oder richtiger vielleicht die in diesem vorkommenden 
‘xvdasen, die der Sauerstoff bezw. das Hydroxyl dem «ozoni- 
sierten» Terpentin6] entnehmen und damit Wasser bilden, welches 











278 C. E. Carlson, 


dann weiterhin wiederum die Ursache der Blaufarbung der 
Guajaktinktur darstellt. 

Folgende Versuche bekriftigen, scheint es mir, diese An- 
nahme in wesentlichem Mabe. 

Sind die Oxydasen leicht oxydierbare, miissen sie auf der 
andern Seite kriiftige Reduktionsmittel sein. Es ist daher denkbar. 
dafi ein stark reduzierend wirkender Stoff plus «ozonhaltigem: 
Terpentin6l oder Wasserstoffperoxyd die Guajaktinktur blau- 
farben wird. Einen solchen Stoff haben wir, wie bekannt, im 
Traubenzucker. Reduktionen mit Traubenzucker gehen nun be- 
kanntlich nicht in der Kalte vor sich, sondern eine Erwarmung 
ist vonnoten. 

Wurde eine Lésung von Traubenzucker nach ihrer Ver- 
setzung mit Guajaktinktur fast bis zum Siedepunkt erhitzt, wurde 
dann der Mischung eine Wasserstoffperoxydlésung oder stark 
«ozonisierter» Terpentin hinzugesetzt, so entstand Blaufarbung 
der Tinktur. Besonders mit Terpentin war sie auBerst kriiftig. 

Der Traubenzucker spielte somit hier die Rolle des Blutes 
bei der Guajakreaktion. Wasserstoffperoxyd scheint sich tibrigens 
in anderer Weise als das Terpentinél bei der Guajakreaktion 
zu verhalten. Man wiirde somit die Blaufiirbung der Tinktur 
hierbei erkliiren kénnen, indem man sie ganz einfach von einer 
Wasserbildung abhiingig sein laBt, bei Zersetzung von H,O,. 

Um so weit wie méglich die Beschaffenheit des Gases aus- 
zuforschen, das sich bei der Mischung von Wasserstoffsuperoxyd 
mit Blut entwickelt, wurde folgender Versuch angestellt: 15 g 
Ochsenblut wurden in einem Kolben, der 1000 cem faBte, iiber- 
gossen mit 300 cem 3°/vigem Wasserstoffperoxyd. Wihrend der 
Wirmeentwicklung, die hier mit bloBer Hand wahrnehmbar 
war, fiillte sich der Kolben unter gleichzeitiger Schaumbildung 
wegen der reichlichen Gasentwicklung fast ganz und gar. [in 
glimmendes Holzspiinchen entziindete sich unmittelbar, nachdem 
es in den mit langem, schmalem Hals versehenen Kolben ein- 
gefiihrt worden war. Bei erneutem Versuche wurde das ent- 
wickelte Gas sowohl in klares Baryt- wie Kalkwasser tber- 
geleitet. Beide erfuhren eine Triibung, nachdem das Gas hin- 
eingeleitet worden war. 
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Das das Kalkwasser trtibende Gas, das ja hier Kohlendioxyd 
sein sollte, kénnte sich aber bereits, wie nicht undenkbar ist, 
im Blute befunden haben. Dieses war niimlich bereits einen 
Monat alt und war, um es vor Faulnis zu schiitzen, mit einigen 
Tropfen Athylither versetzt worden. Anderseits diirfte der 
Sauerstoff in statu nascendi wohl zur Bildung von Kohlendioxyd 
beigetragen haben k6nnen. 

Sollte man demnach eine einigermafen sichere Stiitze 
liefern k6nnen fiir die Annahme, dali Wasserstoffperoxyd ge- 
hildet wird, so wiirde dieser Umstand selbstverstiindlich eine 
Bedeutung haben fiir die Erklirung des Oxydationsverlaufes im 
Tierorganismus. 

«Nach Wurster soll sich Wasserstoffsuperoxyd ganz all- 
semein bei der Lebenstiitigkeit des pflanzlichen und tierischen 
Protoplasmas bilden, indessen kann dies noch nicht als sicher 
bewiesen betrachtet werden. » ') 

«Die Fahigkeit der Zellen, Superoxyde und ebenfalls Wasser- 
stoffsuperoxyd zu bilden, ist wenigstens fiir gewisse Pflanzen- 
organismen héchst wahrscheinlich gemacht worden. Eine Hiiufung 
in der Zelle von dem bisweilen mdglicherweise in gr6éferer 
Menge gebildeten, als Protoplasmagift wirkenden Wasserstoff- 
superoxyds wird dabei, wie man annimmt, durch ein sowohl in 
der Tier- wie in der Pflanzenzelle allgemein auftretendes Enzym, 
das nach Loew Katalase benannt wird, verhindert, weil dieser 
Stoff zersetzt Wasserstoffsuperoxyd, so Sauerstoffmolekile frei 
werden. » ?) 

Obwohl der folgende Versuch, die Bildung von Wasser- 
stoffsuperoxyd zu erkléren, nur auf Annahmen gestiitzt ist, so 
wage ich es dennoch, auf Grund des dieser Frage entgegenge- 
brachten grofen Interesses folgendes anzufiihren. 

Wie bekannt, bildet sich nach folgender Formel Wasser- 
stoffsuperoxyd: 

BaO, + H,SO, = BaSO, +- H,0,; 
BaO, + H,O + CO, = BaCO, + H,0,.°) 


') Erdmann, Lehrb. d. Anorg. Chem., S. 13%. 
*) Hammarsten, Kortfatt. Larob. 1 Fysiol. Kemi, S. 4. 
*) Erdmann, Lehrb. d. Anorg. Chem., 8. 140. 
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Wie hieraus hervorgeht, sind es die in statu nascendi ge- 
hildeten Wasserstoff- und Sauerstoffmolekiile, die Wasserstoff- 
superoxyd bilden. Indessen wird das letztere auch unter anderen 
Umstiinden gebildet, z. B. nach folgendem Satze: «Eine wichtige 
Verwendung besteht darin, daf sich metallisches Gold in ver: 
diinnter Losung von Cyankalium unter Mitwirkung des Luft- 
sauerstoffes zu Kaliumgoldcyanid auflost, entsprechend der Forme! 
2Au + &8KCy -!- 20, + 4H,O = 2KAu(Cy), -- 6KOH -+- H,0O., 
Wie aus der Formel ersichtlich ist, bildet sich neben dem Gold- 
salz Kali und Wasserstoffperoxyd. Es ist schon friiher erwiihnt 
worden, daB die Entstehung des letzteren bei Oxydationen durch 
freien Sauerstoff eine hiaufige Erscheinung ist.» ') 

Wie aus der Formel hervorgeht, ist demnach Wasserstoff- 
peroxyd aus dem Sauerstoff der Luft und Wasserbruchteilchen 
entstanden. 

Man sollte sich demgemiifs sehr wohl denken kéonnen, dat} 
bei der Umsetzung von Siéiuren und Basen innerhalb des Tier- 
organismus die Bruchteile des Wassers OH -—- H sich mit dem 
eingeatmeten Sauerstoff verbinden oder eventuell ein durch 
letztere entstandenes organisches Oxyd mit leicht abzugebendem 
Sauerstoff, so daB sich hierdurch Wasserstoffperoxyd bildete. Die 
Siiure ist hier CO, und die Basen Na,CO, und NaHCQ,. Die 
letztgenannten sind durch Hydrolyse zerfallen und reagieren 
alkalisch. Durch Umsetzung mit CO, bei Vorhandensein yon 
Guajaktinktur wird dieser gebliiut: Wasser wird gebildet. Der 
entstandene Wasserstoffperoxyd wiirde sofort zerfallen und zwar 
in der Weise, dab Sauerstoff in statu nascendi gebildet wiirde. 
Dieses wiirde in der Weise oxydieren, daf sich unmittelbar 
Kohlensiiure bildete, die in ihrer Ordnung wiederum mit Alkali- 
carbonat umgesetzt wird, so dai die Elemente des Wassers 
beweglich wiirden usw. Der Gehalt an Kohlenséure wiirde 
somit erhOht werden, wiihrend der Sauerstoff eine Verminde- 
rung erfiihrt beim Verlaufe des Oxydationsprozesses. 


If. 
Wiirde sich somit die auf Grund oben erwihnter Reak- 
tionen mit Guajaktinktur von mir gehegte Vermutung als richtig 


‘) Ostwald, Grundl. d. Anorg. Chem., 8. 475. 
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erweisen, niamlich dafi ein «Oxydationsprozel» mit Wasser- 
bruchteilen vor sich gegangen ist, so wiirde diese Beobachtung 
nicht ohne wesentliche Bedeutung fiir die Aufflassung von einer 
ganzen Reihe chemischer Prozesse bei den Organismen sein. 
Ich lasse deswegen hiertiber einige Andeutungen folgen. 

Da die auferordentlich wichtige Rolle ja bekannt ist, die 

Sauer- und Wasserstoff im Pflanzen- wie im Tierleben spielen 

abgesehen von einer geringen Anzahl andrer Elemente, machen 
ja Sauer- und Wasserstoff die niemals fehlenden Bestandteile 
in sozusagen fast allen innerhalb des Organismus gebildeten 
organischen Vereinigungen aus —, kann man die Frage auf- 
werfen: In welcher Weise macht sich die lebende Zelle aus 
ihrer Umgebung diese fiir ihre Entwicklung notwendigen Grund- 
stolle zunutze ? 

Ks ist klar, dai auber dem Sauerstoffe der Luft das Wasser 
das vornehmste Baumaterial abgeben muf, ohne welches ja 
weder Tier noch Pflanze zu leben vermag. 

Anderseits liegt es klar auf der Hand, daf} die Organismen 

vor allem die Pflanzen — die Tierwelt hat ja ihre Existenz 
den innerhalb der pflanzlichen Organismen gemachten Synthesen 
zu danken — sich nicht vom Wasser als solchem aufbauen 
kKonnen, ebensowenig wie ein Gebiiude aufgefiihrt werden kann 
von Felsgestein, ohne dab es zerstiickt wird, sondern die Bruch- 
stiicke des Wassers miissen auf die eine oder andre Weise im 
Laboratorium der Pflanze zugiinglich, ich méchte sagen «mund- 
gerecht» gemacht werden, damit eine Synthese tberhaupt zu- 
stande kommen kann. 

Da ich nun glaube, bewiesen zu haben, dai Guajakharz, 
eine in der Pflanzenwelt gebildete Substanz, eine wesentliche 
beeinflussung erfiihrt bei der Umsetzung von Siiuren und Basen 
miteinander, so ist anzunehmen, daf die Natur diese Methode 
nicht verschmiiht fiir den Aufbau oder eventuell auch Abbau 
solcher Substanzen, die fiir die harmonische Entwicklung des 
Lebens nétig sind. 

Ks sind demgemiéi die durch Umsetzung der Sauren und 
Basen frei gewordenen Elemente des Wassers, Sauerstoff und 
Wasserstoff, die hierbei in Frage kommen. Dab ein derartiger 














282 C. E. Carlson, 


Umsatz in der Tierwelt in mehr ausgedehntem Grade denk- 
bar ist mit Hilfe der fliichtigen, gasformigen Kohlenséure, habe 
ich oben angedeutet. 

Gilt es aber die Pflanzen, so findet auch hier zweifels- 
ohne eine derartige Umsetzung statt, aber wahrscheinlich in 
so beschriinktem Grade, dafi eine Bedeutung ihr nicht zuge- 
messen werden kann. 

Die Natur muf, das liegt auf der Hand, einen anderen 
Ausweg haben, um die Elemente des Wassers beweglich zu 
machen, d. h. sie in einen solchen Zustand zu versetzen, der 
sie fiir die Aufnahme zwecks Aufbau von Synthesen geeignet 
macht. 

Ohne da ich mich auf einen speziellen Fall berufen kann, 
in dem diese erwihnten Wasserteilchen fiir Erhaltung einer 
Synthese innerhalb der Organismen zur Anwendung gekommen 
sind, kommt es mir doch vor, als ob man diese Verhiiltnisse 
bisher iibersehen oder ihnen doch zu wenig Beobachtung ge- 
schenkt hat, wenn es z. B. die Erklirung der Entstehung von 
Kohlehydraten, Fett und Eiweifstoffen in der Pflanzenwelt gilt, 
von denen die beiden ersterwihnten Gruppen ja ausschlieBlich 
von Kohlenstoff, Wasserstoff und Sauerstoff gebildet werden. 

Ich werde mir daher erlauben, im folgenden einige Fiille 
anzufiihren, wobei, wie mich bediinken will, die Annahme, dai 
die Elemente des Wassers beweglich werden, nicht der Stiitze 
ermangelt. 

Vor allem schien ja die Kohlenséure, wie oben erwahnt, 
diese Eigenschaft zu besitzen, auf Grund ihrer physikalischen 
Eigenschaften. Die Reaktion aber ging nicht mit der Geschwin- 
digkeit vor sich, die vermutet wurde (vgl. 5. 265), sondern 
erst nach Verlauf einiger Zeit. Zur Erklarung dieser Erscheinung 
wurde verschiedenen Ansichten Raum gegeben. Anders kann 
die Sache liegen in der Zelle, wo etwa osmotischem Druck. 
Permeabilitiit usw. eine wichtige Rolle zugemessen werden 
kénnte in dieser Hinsicht, und zwar so, daB H,CO, zerfallt in 
H, +-0+ CO, oder in H-++ OH +- COQ,. 

Eine auberordentlich wichtige Rolle spielen, wie bekanut, 
die Enzyme bei den Lebensfunktionen der Organismen. Diese 
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sind ihrer chemischen Konstitution nach unbekannt. So viel 
weiB man indessen, daB ein groBer Teil davon hydrolytische 
Wirkung besitzt, d. h. sie kénnen durch ihre blobe Gegen- 
wart die Spaltung gewisser Stoffe herbeifiihren, wobei eine 
Aufnahme der Elemente des Wassers stattfindet. 

«Solche Spaltungen, die eine wichtige Rolle im Tier- 
organismus spielen, die am hiaufigsten beim Studium des Ver- 
dauungsprozesses begegnen, sind z. B. die Umsetzung der Stirke 
in Zucker, sowie die Zerteilung eines neutralen Fettes in die 
entsprechende Fettsaure und Glycerin: 

C3H,(C,5H,0.). + 3 H,0 —_ C3H,0, + 3 (C, gH3.04).» 3 

In derselben Weise wie das neutrale Fett bei Vorhanden- 
sein von einem lipolytischen Ferment, so zerfallt auch die Stirke 
in Gegenwart von Diastase in einfachere Verbindungen. Dies 
seschieht auch bei Hydrolyse. «Die Starke la{t sich unter dem 
Einflu8 sogenannter Enzyme in Maltose iiberfiihren, welche 
durch Aufnahme von 1 Molekiil Wasser in 2 Molekiile Glukose 
libergeht: 

CeH>20,, -+ HO = 2 C,H,.0,> *) 
Maltose Glukose. 

In derselben Weise verhalt sich Invertase. «Die Hefe 
enthalt ein Enzym, die Invertase, welche den Rohrzucker zu- 
nichst in Fruktose und Glukose spaltet. » 

Wie aus den Formeln ersichtlich ist, sind es hierbei nur 
die Elemente des Wassers, die in Frage kommen. 

Von diesen oben besprochenen Enzymen ist es mindestens 
bekannt, daB die Diastase die Fahigkeit besitzt, Guajaktinktur 
blau zu farben. Dies wird unter anderem auch in einer 
interessanten Arbeit von Leo Liebermann erwihnt.$) Inter- 
essant ist es zu sehen, mit welcher auferordentlichen Schirfe 
nur ein Malzauszug mit Wasser die Guajaktinktur blaufarbt. 

') Hammarsten, Kortfatt. Larob. 1 Fysiol. Kemi, S. 6. 


*) Lehrb. d. Organ. Chem. von Prof. Dr. A. F. Hollemann, S. 50 
Leipzig 1902). Ebenda, S. 247. 


*) Leo Liebermann, Beitrage zur Kenntnis der Fermentwirkung 
Bonn 1904). Separatdruck aus dem Arch. f. gez. Physiologie, Bd. CIV. 
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Im iibrigen sagt Julius Wiesner:!) «Diastase und liberhaupt 
alle Fermente (Enzyme) bliuen die Guajaktinktur. » 

Es scheint mir, man kann nicht umhin, einen Zusammen- 
hang anzunehmen zwischen diesen Erscheinungen und der oben 
erwihnten. Die Eigenschaften der Enzyme (wenigstens dey 
hydrolytischen), Zucker zu spalten usw., wurde demgemiil} darin 
bestehen koénnen, daf sie die Bruchteilchen des Wassers  |y- 
sonders labil gebunden enthalten, so dap diese aufygenommey 
werden von Zucker usw. 

Da nun, wie bekannt, eine déuberst geringe Menge eines 
Enzyms die Umsetzung einer grofen Quantitét eines anderen 
Stoffes ermoglichen kann, mui man die Sache wohl so be- 
trachten, daB das Enzym die Fihigkeit besitzt, nach Abgabe 
der Elemente des Wassers aufs neue Wasser aufzunehmen und 
die Elemente der Wassermolekile wiederum beweglich zu 
machen zum Zwecke kontinuierlicher Aufnahme des Stoffes. 
der zerfallen soll. 

Dali das Vorhandensein einer Siiure, z. B. der Kohten- 
siiure, auf Grund des oben Gesagten zur Abgabe und steliger 
Neuaufnahme dieser mit beweglichen Elementen versehenen 
Wassermolekiile beitragen kénnte, ist nicht undenkbar. ¢) 

Nun konnen verdiinnte Saiuren, mindestens durch Kochen, 
Rohrzucker invertieren. Diese sollten somit auch Wasser- 
molekiile mit beweglichen Elementen enthalten. 

Hier muf auch auf die durchgehende Ubereinstimmung 
hingewiesen werden, die man vorgefunden hat zwischen Enzymen 
und kolloidalen Loésungen von Metallen, wie sie von Bredig 
dargestellt worden sind. Die Guajaktinktur wird durch kolloi- 
dales Platin®) wie durch Diastase gebliiut. Die kolloidale Platin- 

') Julius Wiesner, Die Rohstoffe des Pflanzenreiches, 2. Au!l. 
Bd. I, S. 301, Wiesner und M. Bamberger. 

2) Man vergleiche nun weiter unten die Bedeutung, die ich den 
Salzen beimessen konnte auf Grund fortgesetzter Versuche und der s! 
dabei ergebenden, mir, als ich dies niederschrieb, noch unbekannie! 
Resultate. 

3) Siehe Uber die Guajakreaktion des kolloidalen Platins 
von Leo Liebermann. Separatabdr. aus dem Arch. fiir die gesammitc 
Physiol., Bd. CIV, S. 233 (Bonn 1904). 
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jjsung wurde somit ebenfalls Wassermolekiile mit leicht be- 
weglichen Elementen enthalten und mithin wire hier eine Er- 
kiirung gewonnen fiir die sogenannte katalytische Wirkung 
dieser LOsung. 

Il. 

Nach Abschlufi obiger Arbeit habe ich einige Versuche 
aisgefiihrt, die zu erwéhnen ich nicht unterlassen méchte, da 
sje mir zum groften Teile die oben vorgetragenen Ansichten 
zi. bekraftigen scheinen. 

Mein Gedankengang war etwa: Verdiinnte Schwefelséure 
sowohl wie verdtinnte Siiuren tiberhaupt haben die Fihigkeit, 
eim Kochen Rohrzucker zu invertieren, so dai Traubenzucker 
und Fruchtzucker gebildet wird gemiifi nachstehender Formel: 

C,.H,,0,, + H,O = 2 C,H,,0,. 

In derselben Weise geht die Verseifung von Estern vor 

ich unter dem Ejinflufi von Siituren nach der Gleichung : 
CH,COOC,H, +- H,O — CH,COOH -- C,H.OH. 

Uber den letzterwiihnten Verlauf hat man bekanntlich 
die Ansicht, wie sie etwa in folgendem Zitat, das aus Holle- 
mans Lehrbuch der organ. Chemie (S. 107) geholt ist, zum 
Avsdruck gelangt: «Die zugesetzte Sadure tbt also nur eine 
katalytische Wirkung aus. Hieraus folgt, dafi die Gegenwart 
ler Mineralsiiure die Verseifung nur beschleunigt und das gleiche 
Resultat mit reinem Wasser zu erzielen sein muf, wenn auch 
in auberordentlich viel liingerer Zeit. Die Geschwindigkeit, mit 
der Ester durch Siiuren verseift werden, ist in sehr hohem 
Mab von der Natur der zugefiigten Siure abhiingig. Starke 
Siuren verseifen schnell, schwache nur langsam. Es hat sich 
gezeigt, dab die Geschwindigkeit vollig durch den Grad der 
lonisation bedingt wird. Hieraus darf man schlieben, dab 

r das Wasserstoffien verseifend wirkt, da dieses 


need 


| 


en Siuren gemeinschaftlich ist.»!) 
Auf Grund der obigen Darlegungen ziehe ich den Schluf- 
saiz, daB die Siiuren (z. B. Schwefelsiure) ebenfalls Wasser- 
molektle mit beweglichen Sauer- und Wasserstoffatomen ent- 


') Im Original nicht gesperrt gedruckt. 
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halten miissen. Also muf verdtinnte Schwefelséure auch Guajak- 
tinktur blauen. Dies ist aber nicht der Fall. 

Die Versuche in dieser Hinsicht wurden mit nur Schwefel- 
siure und Oxalséure ausgefiihrt, und es kamen sowohl 5°/oige 
Losungen wie aufs duferste verdiinnte vor, ohne daB jedoch 
eine Blaufirbung der Guajaktinktur zustande kam. 

Das Ausbleiben der Blauung braucht man anderseits keines- 
wegs anzusehen als Beweis dafiir, daB die erwihnten Siiuren 
keine beweglichen Wassermolekiile enthalten. Man kann sich 
diese nimlich als so fest gebunden denken, da eine Abzabe 
verhindert wird. Die Saéuren sind Ja iiberhaupt an und fiir sich 
selbst als wasserraubende Stoffe zu betrachten. Eine Verstiir- 
kung der Reaktion durch Erhitzung kann hier nicht stattfinden, 
da der blaue Farbstoff durch Kochen mit Sdauren zerstért 
werden wirde. 

Indessen tritt die Verseifung auch ein mit Basen. Hier- 
iiber schreibt Holleman:') «Die Verseifung durch Basen er- 
folgt nach der Gleichung: 

CH,.CO,C,H, +- NaOH = CH,.CO,Na + C,H,OH. 
Dieselbe ist also ebenfalls eine bimolekulare Reaktion, fiir welche 
die obige Gleichung gilt. 

Die Verseifungsgeschwindigkeit fiir Basen ist sehr viel 
groBer als die fiir Séuren. Auch bei den Basen ist die Ver- 
seifungsgeschwindigkeit von der elektrolytischen Dissoziation 
sehr stark abhiingig. Ammoniumhydroxyd z. B., welches viel 
weniger dissoziiert ist als Kali oder Natron, verseift auch sehr 
viel Jangsamer als die letzteren. Bei den Basen ist es folg- 
lich das allen gemeinsame Hydroxylion, welches ver- 
seifend wirkt.»?) Hier sind es also die Hydroxylionen, die 
verseifend wirken, oben war es, wie ich mit kursiv schrieb, die 
Wasserstoffionen, die verseifend wirkten. 

Wie zuvor erwihnt, erhielt man mit Alkalien und Ammo- 
niak gelbbraune Lésungen in Gegenwart von Guajaktinktur. 
Erst mit Riicksicht auf die besagten Verhialtnisse wurden sehr 
starke Verdiinnungen vorgenommen. Hierbei wies es sich, dia!) 


s) L. c. 
*) Im Original nicht gesperrt gedruckt. 
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-)wohl mit Ammoniak wie mit Kali- und Natronhydroxyd blaue 
Losungen mit Guajaktinktur zu erhalten sind, und zwar trat 
die blaue Farbe sogleich hervor. Auf Grund dieser Tatsache 
stelle ich mir vor, dafi sowohl Ammoniak wie Kali- und Natron- 
lauge bewegliche Wassermolektle enthalten, die im Gegensatze 
zy denen der Siiuren leichter abgeben werden kénnen an die 
Guajaktinktur. 

Diese beweglichen Wassermolekiile scheinen mir die Ursache 
-u sein, dap eine Verseifung der Ester stattfindet bet Vorhanden- 
vin von Sduren und Basen. | 

Indessen ist es ja bekannt, wie schon oben nach Holle- 
man zitiert wurde, daB dasselbe Ergebnis bei der Verseifung 
eintritt, wenn nur reines Wasser zur Verwendung kommt ohne 
ieglichen Zusatz von Sdure oder Base. Die Verseifung geht in 
diesem Falle bei weitem langsamer vor sich. 

Dies scheint mir darauf hinzudeuten, dab auch das Wasser 
selbst derartige oben besprochene bewegliche Wassermolekiile 
enthalten mu. Infolgedessen muf} ja die Guajaktinktur auch 
durch Wasser allein geblaut werden. Folgende Versuche zeigen, 
wie es sich hiermit verhalt. 

1500 cem Aqua destillata wurden ungefahr eine halbe 
Stunde gekocht, damit Luft und Kohlensiiure herausgetrieben 
werden. In zwei Becher, von denen jeder ca. 500 ccm fassen 
konnte, wurden 3 ccm Guajaktinktur eingemessen. Das eine Glas 
wurde mit dem kochend heifben Wasser gefillt, wahrend in das 
andere der Rest davon eingegossen wurde, erst nachdem dieser 
in Eiswasser bis auf etwa 15°C. abgekiihlt worden war. Die 
Mischung mit warmem Wasser nahm unmittelbar eine veilchen- 
blaue Farbe an, wiihrend die mit kaltem Wasser hergestellte 
eine milchige Triibung zeigte. Die beiden Mischungen verhielten 
‘ich nach 36 stiindiger Observationszeit noch in ganz derselben 
Weise. 

Moglicherweise kénnte die Theorie der elektrolytischen 
)issoziation eine Erkliirung des letztgenannten Versuches liefern. 

Man sagt niimlich: das Wasser selbst ist ein duberst 
schwacher Elektrolyt. Nichts destoweniger kann man seine 
issoziation sehr genau bestimmen. Wie man herausgefunden 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. LV. 20 
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hat, betrégt diese bei 25° C. 1,07 >< 10-*, d. h. 10 Millioney 
Liter Wasser enthalten etwa 1 g Wasserstotfionen. Mit diese, 
geringen Jonenprodukt, |+H||-OH| = 1,11 -10-"4, nimmt das 
Wasser an chemischen Reaktionen teil. Bei gesteigerter Tem- 
peratur nimmt die Spaltung des Wassers in seine Jonen mi 
ca. 8°/o fiir jeden Grad zu. 

Nach Ausfiihrung obenerwiihnter Versuche konnte ich e- 
nicht unterlassen, weitere Experimente anzustellen mit neutrale), 
Salzldsungen. Es schien mir nicht unwahrscheinlich, da’ auc, 
die Salze bewegliche Wassermolekiile mit sich fiihrten. Diese 
miiften in diesem Falle von Harz der Guajaktinktur aufgenomimner 
werden konnen. 

Der erste Versuch wurde mit Silbernitrat unternommen, 
Kine Mischung von 3cem Guajaktinktur mit 500 cem eben vorlhie 
gekochten und darauf abgekiihlten destillierten Wassers wurde 
mit ca. 10 Tropfen Silbernitratl6sung (1 -+- 19) versetzt. Nach 
Verlauf von etwa einer Stunde hatte die Mischung eine Dblaue 
Farbe angenommen. Nun verhalt sich ja das Silbernitrat ganz 
eigentiimlich zu organischen Verbindungen tiberhaupt, so dal 
ein bestimmter Schlufsatz in dieser Hinsicht nicht gezogen 
werden kann. 

Ich machte darauf Versuche mit folgenden Salzen in to - 
gender Weise. Etwa 12 g von jedem NaCl, MgSO, -+- 7H,0. 
Ba(NO,), und ZnSO, -- 7H,O wurde aufgelést jedes fiir sich 
in etwa 300 ecm ausgekochten und darauf abgektihiten destii- 
liertem Wassers. Zu den verschiedenen Losungen wurden 3 ccm 
Guajaktinktur gesetzt. Hierbei erwies es sich, dab eine Blaufarbung 
so allmiihlich einzutreten begann, die sich zuerst geltend macht 
bei der MgSO,-Lésung. Nach Verlauf von einigen Stunden 
hatten alle L6sungen eine veilchenblaue Farbe angenommen. 

In der Tat hiertiber erstaunt, vermutete ich, dal das 
Vorhandensein von einem wenig Eisen die Ursache dieser he- 
aktion sein konnte. 

Ich liste deswegen aufs neue 12 g Chlornatrium, welches. 
nebenbei bemerkt, von der reinsten im Handel!) vorkommenden 


') Natrium chloratum chem. pur. pr. anal. («Mercks garantiert rein 


Reagenzien>) 
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Sorte war, in 300 ccm gerade zuvor gekochten und darauf ab- 
cektihlten destillierten Wassers auf. 

In derselben Weise verfuhr ich mit 12 g krystallisiertem 
Magnesiumsulfat. Zu beiden Losungen wurden 5 cem 10°/oige 
H,SO, sowie 5 ccm einer konzentrierten Rhodankaliumlésung hin- 
zugesetzt. Auch nach Verlauf mehrerer Stunden konnte nicht 
der geringste Wechsel im Rot wahrgenommen werden. Der 
Versuch wurde von neuem wiederholt mit Chlornatrium, wie 
oben angegeben wurde, unter Zusatz von Guajaktinktur, nur mit 
dem Untersehiede, dafi eine Blindprobe mit demselben Wasser 
auch mit Guajaktinktur versetzt wurde. Nach Verlauf einer 
Stunde hatte die Chlornatriumlésung eine veilchenblaue Farbe 
angenommen, aber die Blindprobe bestand immer noch aus 
einer milchigtriiben Mischung. 

Ich ziehe hieraus den Schluf, dap Chlornatrium in weisse- 
viger’ Lésung bewegliche Wassermolekiile enthilt, die von der 
(rnajaktinktur aufgenommen worden sind, und somit die Ursache 
Jer veilchenblauen Iirbung der Mischung gewesen ist. 

Die jetzt angefiihrten Beispiele scheinen mir dafiir zu 
-prechen, dafi sowohl das Wasser selbst wie die Salze und 
basen die Fihigkeit besitzen, Guajaktinktur zu bliiuen, wenn 
auch in gewissen Fallen eine langere Frist erforderiich ist, ehe 
die Reaktion zutage tritt. 

Verhiilt sich die Sache, wie ich annehme und wie es sich 
vus den erwihnten Reaktionen zu ergeben scheint, dal die 
Guajaktinktur vom Wassermolektile mit beweglichen Atomen 
blaugefiirbt wird, so muf selbstverstiindlich dieses Wasser, wie 
man sich dessen Vorkommen auch vorstellen mag (als Krystall- 
oder Hydratwasser), sich in den Molekilen des Salzes finden. 

Dab dieses Wasser mit seinen beweglichen Molekiilen 
und leichtabgebbaren Elementen zu dem fiir alle Salze charak- 
‘eristischen elektrischen Leitungsvermégen und zu den Wan- 
derungen der Ionen beitragt, scheint aus diesem Grund hochst 
natiirlich. Man wiirde, wie mir scheint, eine bessere Erklérung 
des Auftretens von Sauerstoff und Wasserstoff an der Anode 
bezw. Kathode durch deren Teilnahme an der Leitung. Mich 
will bediinken, dafi man sonst kaum genau erkliren koOnnte 
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z. B. das Auftreten von Sauerstoff an der Anode bei der Elek- 
trolyse von Chlorwasserstoff oder Chloriden. 

Ostwald sagt dariiber folgendes: «Primire und se- 
kundire Produkte der Elektrolyse. Wenn man sehr ver- 
diinnte Salzsiure der Elektrolyse unterwirft, so erhalt man an 
der Kathode und zwar nach wie vor Wasserstoff, an der Anode 
aber erscheint kein Chior, sondern es tritt an seiner Stelle 
eine iquivalente Menge Sauerstoff auf. 

Dies riihrt daher, dafi das Wasser durch Chlor unter 
sildung von Chlorwasserstoff uud Sauerstoff zersetzt wird. 
gemif der Reaktion 2H,O -+-Cl, == 4HCI-+-0O, (S.175). Zwar 
erfolgt dieser Vorgang mit mebbarer Geschwindigkeit nur im 
Lichte: wir diirfen aber hier wie in ahniichen Féilen annehmen, 
daf} auch ohne das Licht der Vorgang erfolyt, nur sebr lang- 
sam; in der Tat laibt er sich durch Platin und ahnliche Ka- 
talysatoren auch im Dunkeln bis zur MeBbbarkeit beschleunigen. 
Man fabt daher gewohnlich das Auftreten des Sauerstot/s 
bei der Elektrolyse der verdiinnten Salzsiiure so auf, dali man 
annimmt, es werde zuerst Chlor entwickelt, welches dann 
auf das Wasser einwirkt und sich mit diesem zu Sauersto!/ 
und Salzsiiure umsetzt, und nennt demgemiéf den Sauerstotf 
ein sekundiires Produkt der Elektrolyse. 

Gegen diese Annahme lassen sich Bedenken  geltend 
machen, die darauf hinauskommen, dafii man durch den Strom 
Salzsiiure zersetzen libt, die sich unter gleichen Bedingungen 
unter Mitwirkung des vorhandenen Wassers wieder bilden 
soll. Man kann eine soleche Annahme durch geeignete be- 
trachtungen vermeiden, doch sollen diese hier nicht angesteill 
werden, sondern es wird formell an der eben gegebenen Aui- 
fassung festgehalten werden, die zuniichst keinen | Nachtel 
bringt und die Betrachtung vereinfacht. »') 

Was nun die Elektrolyse von KOH betrifft, so gestatte 
ich mir auch aus Ostwalds Lehrbuch folgendes anzuftihren: 

Ebenso kann man Kaliumhydroxydlésung elektrolytisch ge- 
winnen, wenn man eine Anode aus irgend einem anderen Me- 
tall, z. B. Eisen, anwendet. Dann scheidet sich iiberhaupt kein 





') Ostwald, Grundl. d. Anorg. Chem. (Leipzig 1900), S. 202 u. 20°. 
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Kalium aus, sondern nur Wasserstoff, indem gleichzeitig Ka- 
liumhydroxyd entsteht. Es ist schon bemerkt worden (S. 203), 
daly man diesen Vorgang so auffassen kann, als entstiande zuerst 
Kalium, weleches dann sekundér mit Wasser reagiert und Ka- 
liumhvdroxyd und Wasserstoff gibt. Eine andere, wahrscheinlich 
richtigere Auffassung besteht darin, da man den Wasserstoff 
als primar ansieht, indem man annimmt, dal} das Wasser in 
kieinen Mengen anwesendes Wasserstoffion entladen wird und 
\Vasserstoff bildet. Die entsprechende Menge Hydroxylion bleibt 
in der L6sung und bildet mit dem Kaliumion Kaliumhydroxyd. 
In dem Mafe, als Wasserstoffion hierbei verbraucht wird, bildet 
sich aus dem Wasser neues. Beide Auffassungen fiihren prak- 
tisch zu dem gleichen Ergebnis und die Betrachtungen, welche 
die eine oder andere als die bessere erscheinen lassen, sollen 
hier nicht angestellt werden, da nichts an dieser Stelle We- 
sentliches von ihnen abhangt» !) 

Auf Grund erwahnter Umstinde diirfte es wohl nicht 
allzukiihn erscheinen, anzunehmen, dais der Vorgang bei Elek- 
trolyse der Salzsiiure folgender ist. Chlorwasserstoff nimmt 
Wasser auf, so dali dessen Molekitile sich in beweglichem Zu- 
stande befinden.?) bei Einwirkung des elektrischen Stromes 
geht ein Zerfall vor sich, so dafi Cl-+ O nach der Anode 
wandern, wiihrend des Wassers H, +- Chlorwasserstoffes H 
nach der Kathode hiniiberwandern. Die Ionen in einer Chlor- 
natriumlésung wiirden somit sein Na +- H,, diese wandern 
nach der Kathode hiniiber, und Cl -+- O, diese wandern nach 
der Anode. 

Ich stelle mir vor, daf die Elektrolyse von KOH nach 
folgenden Umstiinden vor sich geht bei Mitwirkung der beweg- 
chen Wassermolekiile : K-+- H 4+- H, wandern nach der Kathode 


') Ostwald, |. c., S. 454 und 455. 

*) Man kann sich die Sache ja auch so vorstellen, dafi das Wasser 
selbst durch die Saure dissoziiert wird in die lonen [H'H:-+- 0%] (die 
Bruchstiicke des Wassers) in dhnlicher Weise, wie das Wasser die Salz- 
siure in lonen H: -++ Cl’ dissoziiert. Es sind dann diese Ionen [H*H: -}- 0“), 
cle die Tinktur blaufarben, z. B. in einer NaCl-Liésung. Diese Ionen bilden 
aiso die beweglichen Wassermolekiile mit ihren leicht abgebbaren Atomen. 
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hiniiber, wihrend O —- O sich nach der Anode ziehen. In dep- 
selben Weise z. B. mit Schwefelséure in wisseriger Lésung: 
SO, -+- O wandern nach der Anode, aber H, —- H, gehen zur 
Kathode iiber. 

Dah diese in Sauren, Basen und vor allem in Salzey 
vorkommenden leichtbeweglichen Wassermolekiile mit leicht 
abgebbaren Sauerstoff- und Wasserstoffatomen, die ich nach- 
gewiesen zu haben glaube mit der Guajakreaktion, eine selir 
wichtige Rolle spielen innerhalb der Organismen, habe ich an- 
gedeutet bei Besprechung der Enzyme, die ja eine éhnliche 
Reaktion ergaben, obwohl eines intensiveres Grades. 

Wenigstens in einem Falle scheint es mir nicht unmig- 
lich zu sein, eine Erkliirung zu bieten, die einen hoheren Grad 
von Wahrscheinlichkeit ftir sich hat als die jetzt geliufige und 
in den Lehrbiichern vertretene. Ich habe hier Loebs interes- 
sante Untersuchungen im Auge. Uber diese wird in Kiirze yon 
Hammarsten!) wie folgt berichtet: «Lehrreiche Beispiele der 
lonenwirkung?) hat Loeb geliefert. So hat er, um nur ein 
Exempel anzufiihren, gezeigt, dah die befruchteten Eier eines 
Fisches (Fundulus) sich in einer Kochsalzl6sung von demselben 
osmotischen Druck wie das Meerwasser nicht entwickeln. Durch 
Zusatz von ganz wenig CaSO, wird diese hemmende Wirkung 
der Salzl6sung aufgehoben und die Entwicklung geht vor sich. 
Wie das Sulfat wirken auch andere Kalksalze, aber nicht 
Na,SO, oder andere neutrale Alkalisalze. Das wirksame Mitte! 
bilden also die Caleciumionen. In derselben Weise wie Calcium 
wirken auch geringe Mengen von anderen zweiwertigen und 
auch dreiwertigen Kationen, wihrend dessen die Salze von 
einwertigen Kationen sich unwirksam erweisen. Es ist also 
die Valenz der lonen, die bestimmend ist fiir ihr Vermoigen 
oder Unvermdgen, die oben erwaéhnte entwicklungshemmende 
Wirkung des Kochsalzes zu neutralisieren>. 

Es scheint mir hier nicht unwahrscheinlich, dab die Salze 
mit ihren Wassermolekiilen mit beweglichen Elementen hier 
eine Rolle spielen. Wie aus dem obenerwiihnten Zitat hervor- 


') Hammarsten, Kortfatt. Lairob. 1 Fysiol. Kemi. 
*) Im Original nicht gesperrt gedruckt. 
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ceht, ist es deutlich, daBi die Eier weder Calcium noch irgend 
ein anderes Metall als solches an und fiir sich zu ihrer Ent- 
wicklung brauchen. Die Grundstoffe, die sie dagegen vor allem 
notig haben, damit ihre Entwicklung fortschreiten soll, wird, 
wie klar ersichtlich ist, Sauerstoff und Wasserstoff und diese 
diirften nur dem umgebenden Wasser entnommen werden kénnen. 

Nun ist es denkbar, dafs Chlornatrium seine beweglichen 
Molekiile fester gebunden halt als z. B. Chlorealcium (dies 
krystallisiert ja mit 6 H,O) oder vielleicht richtiger, dali das 
Protoplasma der befruchteten Eier sich den Sauer- und Wasser- 
stolf erst zunutze machen kann, falls beide Salze gemeinsam 
in Wasser vorkommen. 

Was die dreiwertigen Kationen betrifft, so ist ja bereits 
erwaihnt worden, wie z. B. die Salze des Eisens mit drei- 
wertigem Fe die Guajaktinktur bliiuen. Andre dreiwertige Ka- 
tionen diirften sich in derselben Weise verhalten. Selbst habe 
ich unter mehrjahriger Beschiéftigung mit Salzl6sungen beobach- 
ten kOnnen, daf besonders MgCl,- und CaCl,-Losungen grobe 
Neigung zeigen zu schimmeln im Vergleiche zu NaCl- und 
Na,SO,-Losungen, obschon die Salzlésungen unter gleichen Ver- 
hiiltnissen aufbewahrt wurden und dieselbe Konzentration auf- 
wiesen. 

Diese Erkliirung scheint mir natiirlicher als die der allzu 
mystischen lonwirkungen. 

Die Bedeutung der beweglichen Wassermolekiile der Salze 
wiirde hiernach leicht einzusehen sein. Gleichfalls wiirde aber 
hierdurch der ungeheure Wert des tiberall auf unserer Erde 
vorhandenen Wassers fiir Entwicklung des pflanzlichen und 
tlerischen Lebens in neuem Lichte erscheinen. 

Daf ich mit einer einzigen Reaktion als Basis die weit- 
‘ragendsten Schliisse zu ziehen versuche, wird mir wahrschein- 
lich den Vorwurf allzugroBer Vermessenheit eintragen. Sollte 
cs jedoch von mehreren Forschern konstatiert werden, dab 
wir im Guajakharz ein Reagens besitzen, mit dessen Hilfe man 
sozusagen Wasser in Wasser nachweisen kann, so glaube ich, 
dah diese Reaktion wirksam zur Lésung der von mir aufge- 
worfenen Fragen beitragen kénnte. Die Guajakreaktion wiirde 
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dann eine Bedeutung erlangen in der chemischen Wissenschaf 
wie die Reaktion eines anderen der Pflanzenwelt entstammenden 
Stoffes, nimlich des Lackmus. 

Immerhin diirften meine Beobachtungen ja den Fachge- 
nossen, die dasselbe Gebiet bearbeiten, Anregung bieten nac}; 
irgend einer Richtung hin, und in diesem Umstande sehe ich 
vor allem auch das Recht und die Pflicht, sie schon jetzt einem 
weiteren Kreise mitzuteilen, so bescheiden sie sich auch auf 
den ersten Blick noch ausnehmen. 

















Uber das Verhalten des Kreatins bei der Autolyse. 
I]. Mitteilung. 
Von 
R. Stangassinger, Assistent des Institutes. 
(Aus dem pharmakologischen Institute der Universitat Heidelberg.) 


(Der Redaktion zugegangen am 10. Marz 190s.) 


In einer friiheren Arbeit!) wurde gezeigt, dai bei der 
Autolyse von Organextrakten und Organprelfsiiften Umwand- 
lung zugesetzten Kreatins in Kreatinin, sowie eine ZerstOrung 
beider KoOrper stattfindet und da sich diese grOftenteils auf 
Fermentwirkungen beruhenden Vorgiinge ganz allgemein in auto- 
lysierten Organen wie Leber, Niere, Muskeln, Milz usw. ab- 
spielen. 

Es soll hier noch ein Beispiel fiir die Autolyse von 
Lungenextrakt gegeben werden, das auch fiir dieses Organ die 
zerstdrende Wirkung auf zugesetztes Kreatin dartut. 


Verhalten von Lungenextrakt mit Kreatinzusatz 
bei 37° 
» 39 ccm Extrakt, entsprechend 35 g Hundelunge; je 120 ccm Fliissigkeit 
in den einzelnen Autolyseproben). 
Versuch Nr. 1. 

















Kreatinzusatz Gefundenes Kreatinin 
' 1] aa ain . 
in mg Krea- Kreatinin- | Kreatin |Abnahme des 
Probe 'Krea- des tinin __vermehrung | und Kreatin- plus 
on a a ee 'in % Kreatinin| Kreatinin- 
7" - des zu- wertes 
aUsge- | ches solches In M8 Krea- Sammen |~ 
driickt in mg | | tins inmg inmg in ' 
sofort | 
kein Zusatz J unter-| Spur =. Spur — = 
sucht 
125 |107,85 ]2 Tage] 3,602 | 3,602} 3,34 | 92,576 15,274 14.16 
| 











') Gottlieb und Stangassinger, Diese Zeitschrift, Bd. LII, S. 1. 
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Somit kommt auch dem Lungengewebe die Fihigkeit zu. 
Kreatin zu zerst6ren, wenn auch in weit geringerem Grade 
als z. B. der Leber und anderen Organen. 

Von Interesse diirfte es weiterhin sein, dal} sich mittels 
des Autolyseversuchs der Nachweis von Vorstufen des Krea- 
tinins im Blute fiihren labt. Es nimmt nimlich unter Umstiinden 
der Gesamtgehalt an Kreatin plus Kreatinin bei der Autolyse 
des Blutes zu. Es kann also, abgesehen von der ausgiebigen 
(mwandlung von Kreatin in Kreatinin, tiber die wir schon in 
der vorigen Mitteilung berichtet haben, im Blute auch eine 
Entstehung von Gesamtkreatinin aus unbekannten Vorstufen 
vor sich gehen. Die Zunahme betrigt in dem folgenden Ver- 
such (2) 2,3 mg pro 100 g Blut, d.i. etwa 100°/o des Anfangs- 
wertes, Fiigt man zum Blute noch Gewebsextrakt hinzu — in 
Versuch 3 verwandten wir dazu das Lungenextrakt aus Ver- 
such 1 —, ist die Zunahme des Gesamtkreatinins in der 
gleichen Zeit eine geringere als ohne diesen Zusatz. Wenn 
man nicht annehmen will, da6B durch den Organextrakt eine 


SO 


Verhalten von Blut ohne Kreatinzusatz mit und ohne 
Lungenextrakt bei 37° 
je 170 ccm Fliissigkeit in den Autolyseproben). 
Versuch Nr. 2 und Nr. 3. 





Kreatin und 











Dauer Ms * 
Ver- Kreatinin 
Material Zusatz von des zusammen 
such | in meg 
Versuches| ,,- Fac 
| Kreatinin 
LOO ecm —— sofort 
Ya defibr. Carotis-Blut kein Zusatz 1.992 
vom Hunde untersucht 
bh do. kein Zusatz 4 Tage 4,309 
| 35 ccm Extrakt aus | _ sofort - 
3a Hundelunge kein Zusatz Spur 
entspr. 35 g Lunge untersucht 
100 ecm defibr. Caro- 
b do. tis-Blut vom Hunde 4 Tage 2.630 


von Versuch 2a 
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Behinderung der Kreatinbildung stattgefunden hat, so ware daraus 
auf eine vermehrte Zerstérung des neugebildeten Kreatinins 
auter dem EinfluB des Organextraktes zu schlieben. 

Die Bestimmung des Kreatinins und Kreatins wurde in 
diesen Versuchen wieder mit Hilfe der Folinschen kolori- 
metrischen Methode nach dem friiher von uns geschilderten 
Verfahren!) ausgeftihrt. 

An dieser Stelle sollen noch einige methodische Bemer- 
kungen in Ergiinzung der bereits gegebenen Vorschriften an- 
celiihrt werden. 

Das Eindampfen der Eiweiffiltrate, namentlich der Leberfiltrate soll 
auf stark siedendem Wasserbade nur unter Beobachtung gewisser Vorsichts- 
mafregeln erfolgen, da sonst leicht die kolorimetrische Farbenreaktion 
sijrende rote Riickstiinde entstehen. Nach unserer Beobachtung bilden 
sich diese besonders an den Stellen, wo die Eindampfschalen an den 
eisernen Ringen des Wasserbades anliegen oder wo sie besonders starker 
Dampfwirkung ausgesetzt sind. Durch zweckmiafige Wahl der Wasserbiider 
und Schalen lift sich dieser Ubelstand verringern. Durch vorsichtige 
Behandlung konnten wir Ofters, sogar beim Eindampfen der sonst am 
schwierigsten zu behandelnden Leberfiltrate, fast farblose oder doch nur 
wenig gefiirbte Riickstinde gewinnen. Auf einem auf 60° erwarmten 
Wasserbade die Filtrate von den Autolysaten zu konzentrieren, hat zwar 
den Vorteil, mit gréf—erer Wahrscheinlichkeit farblose Riicksténde zu er- 
halten, bringt aber auch die Gefahr mit sich, daf§ sich bei der viel liinger 
dauernden Einwirkung warmen Wassers aus Kreatin Kreatinin bildet. 

Die bei der Kreatinbestimmung zur Umsetzung des Kreatins in 
Kreatinin mit Salzsiure behandelten Proben wurden beim 3stiindigen Er- 
hitzen auf dem Wasserbade stets etwas gefarbt, meist rétlich bis deutlich 
rot. Beim spéteren Eindampfen in offener Schale verliert sich in vielen 
Fillen die rétliche Farbe der sauren Lésung. Die Operation des Ein- 
dampfens darf dabei zur Vermeidung von Kreatininverlusten nur bis zum 
eben beginnenden Trockenwerden des Schaleninhaltes ausgedehnt werden. 
Nach einiger Ubung kann man den richtigen Moment an der Beschaffenheit 
(des restierenden Riickstandes feuchter Kochsalzkrystalle unschwer er- 
kennen. Jedenfalls mufi ein weiteres Erhitzen des schon trockenen Schalen- 
inhalts vermieden werden. (Die Kochsalzkrystalle riihren von dem beim 
Koagulieren der Eiweifisubstanz mit Essigséure zugesetzten Kochsalze her.) 
beim Eindampfen von Fliissigkeiten, die anorganische Salze in griferen 
Mengen nicht enthalten, wie z. B. von Harn, fiigte ich, gewissermafen 
ais Indikator fiir die richtige Beendigung des Eindampfens, stets 1—2 ¢ 


') Gottlieb und Stangassinger, Diese Zeitschrift, Bd. LII, S. 1. 
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Kochsalz der einzudampfenden Flissigkeit hinzu. Als Trockenriickstan¢ 
bleibt in der Schale eine von der Einwirkung der Salzsiure auf organise},. 
Substanzen schwarzlich gefiirbte Krystallmasse zuriick, die bei der Ay: 
nahme mit Wasser infolge der Ausscheidung der kohligen Bestandteil: 
oft eine dunkel gefirbte Fliissigkeit gibt, eine rétliche aber, wenn Leh 
verarbeitet wurde. Die gréfere oder geringere Verkohlung hiingt ab einer- 
seits von der Anwesenheit von viel oder wenig geléstem Eiweif und andere; 
organischer Kérper, anderseits von der Art der Salzsiureeinwirkung; sie js} 
intensiver, wenn man durch langdauerndes Erhitzen des Trockenriickstandes 
auf dem Wasserbade die letzten Reste Salzsiure wegbekommen will, als wenn 
man sich mit einem Trockenriickstande begniigt, der befeuchtet noch inten- 
sive Salzsiiurereaktion zeigt. Besonders deutlich treten diese Unterschiede 
bei Filtraten von koaguliertem Blute in Erscheinung. Wir begniigten uns 
bei unseren Versuchen stets mit einem noch ausgesprochen salzsauren 
Trockenriickstand. Zur Bestimmung des Kreatiningehalts im Riickstande 
neutralisierlen wir nach der Aufnahme in Wasser, vor Anstellung de 
Jaffeschen Reaktion vorerst die Fliissigkeit, um den spateren Zusatz 
der Alkalimenge bei Anstellung der Folinschen Bestimmung richtig he- 
messen zu kOnnen. Die kohligen Bestandteile lassen sich nach Anstellung 
der Jaffeschen Reaktion zum grofben Teile durch Filtration entfernen, 
Feinste Kohlepartikelchen bleiben oft auch dann noch in Loésung; doch 
scheinen geringere Mengen einen Einflu&{S auf die kolorimetrische Ver- 
gleichung nicht auszuiiben, namentlich dann nicht, wenn viel Kreatinin 
zur Bestimmung vorliegt, d. h. grofe Verdiinnungen zur kolorimetrischen 
Analyse gewihlt werden kénnen. Die Verarbeitung recht dunkler Trocken- 
riickstiinde aber verleiht der Farbfliissigkeit eine andere Nijancierung. 
Die kolorimetrische Analyse wird dadurch mit Fehlerquellen behaftet: 
es gelingt aber, den Grundton, wenn ich mich so ausdriicken darf, fiir 
die kolorimetrische Vergleichung herauszufinden. So konnten wir aucli 
unter recht ungiinstigen Bedingungen Analysenzahlen erhalten, die auf 
0.3—0,5 mg stimmende Werte ergaben. Wir haben vergeblich versuchi, 
die Ausscheidung der kohligen Bestandteile beim Eindampfen der salz- 
siiurehaltigen Lésung durch vorherige méglichst vollkommene Enteiweifung 
zu verringern. Auch das Mastixverfahren von Michaelis und Rona‘) 
hat sich hierfiir nicht als geeignet erwiesen. Der in der Fiiissig- 
keit gelést bleibende Mastixanteil hinterlaftt beim Eindampfen einen rot- 
lichen Sirup, der eine richtige Einwirkung der alkalischen |Pikrinsiure 
auf Kreatinin ausschlieft. Es wurde dabei gar nicht untersucht, ob nich! 
von dem zur Enteiweifung erzeugten Niederschlage Kreatin mitgerissen 
wird, wie wir das gelegentlich eines Alaunbarytklarverfahrens beobachite! 


haben. 
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') Michaelis und Rona, Biochemische Zeitschrift, Bd. II, 5. 2!' 
Bd. HI, 5. 109. 
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Bei rétlicher Eigenfarbe der Lésungen steht uns zur mdglichsten 
Ausgleichung der durch die Niiance bedingten Fehler die bereits friiher 
erwihnte Differenzbestimmung ') zur Verfiigung. Bei dieser Bestimmung 
cingen wir in der Weise vor, dafs wir in einer Probe den durch die 
Niiance vorgetéuschten Kreatiningehalt ermittelten und diesen Wert nach 
Anstellung der Jaffeschen Reaktion von der in einer zweiten Probe 
ermittelten Kreatininzahl in Abzug brachten. Die rote Eigenfarbe diirfte 
ber auch nur dann bei der Analyse in Rechnung zu ziehen sein, wenn 
lie geringe vorhandene Kreatininmenge die Verdiinnung der Folinschen 
Farbldsung auf ein grdferes Flissigkeitsvolumen verbietet. Sind aber 
bei grofen Kreatininmengen auch grofe Verdiinnungen etwa 1—41 mdéglich, 
<> braucht die Eigenfarbe wohl kaum mehr beriicksichtigt zu werden. 
Wir sind uns wohl bewuft, daf§ bei der kolorimetrischen Kreatininbe- 
stimmung in bereits urspriinglich niiancierten Lésungen stets ein gewisser 
Fehler entstehen mufs. Trotzdem diinken uns solche Analysen noch min- 
destens ebensogut quantitativ verwertbar wie elwa die friihere Bestim- 
nung des Kreatinins als Chlorzinkverbindung, namentlich dann, wenn 
man diese Verbindung aus unreinen Lésungen niederzuschlagen hatte. 
lm Rahmen dieser Arbeit glauben wir den durch die Eigenfairbung be- 
dingten Fehler durch Zusatz grofer Kreatinmengen (125 mg) zu den 
Autolysaten verringert zu haben, da dann bei der spiiteren kolorime- 

chen Kreatininbestimmung Verdiinnungen von 1—21 gewiihlt werden 
sonnten. 

An dieser Stelle soll weiter noch einiges iiber die kolori- 
metrische Kreatininbestimmung nach Folin angefiigt werden: 

Bekanntlich kann bei der kolorimetrischen Bestimmung des Krea- 
‘nins unter Verwendung alkalischer Pikrinséure durch verschiedene Stoffe 
Kreatinin vorgetéuscht werden. Man ist in solchen Fallen geneigt, ent- 
standene Analysenunstimmigkeiten auf Kosten der zur Umwandlung des 
Kreatins in Kreatinin verwendeten Methode zu setzen. Wir haben ge- 
funden. dafs Kreatin in organischen Gemischen durch 3stiindiges Erhitzen 
iif dem Wasserbade bei einer Séurekonzentration von 2,2°/o Salzséure 
ind nachfolgendem Eindunsten der sauren Lésung am vollstindigsten (im 
Vergleiche zu anderen Konzentrationen) in Kreatinin umgesetzt werden 
‘ann. Wir haben ferner gefunden, dafs bei linger dauernder (3 Stunden) 

nwirkung von Wasserbadtemperatur gelistes Kreatin bezw. Kreatinin 
wenigsten bei einer Saéurekonzentration von 2,2°o Salzséiure zerstort 
wird. Dieser Befund zeigt uns, daf§ wir die Wirkungen des Katalysators 
~alzsdure) nur durch Vergréferung des Volumens 2°%/oiger Salzsiure, 
it aber durch Erhéhung der Konzentration steigern sollen. Am vor- 
aftesten diirfte es sich also unter besonderen Verhaltnissen (grofe 


') Diese Zeitschrift. Bd. LIT, S. 14, Anm. 
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Kreatinmengen, kleine Kreatinmengen) gestalten, die Menge 2,2” oiger Salz- 
siure fur eine quantitative Invertierung von Kreatin in Kreatinin 2, 
variieren. (Die Umsetzung des Kreatins in den dieser Arbeit zugrunde 
liegenden Experimenten wurde aus Griinden einer einfacheren analytischen 
Handhabung in 150—-200 ccm 2,2°/oiger Salzséure bewirkt.) Nach unseren 
Krfahrungen resultieren bei genauer Einhaltung der von uns gegebenen 
Vorschriften fir die Umwandlung von Kreatin in Kreatinin stets in za)})!- 
reichen Kontrollen gut tbereinstimmende Kreatinzahlen und sehen w): 
deshalb in dieser Methode ein Verfahren, das zum mindesten fiir yer- 
gleichende Versuche vorziiglich geeignet ist. Wir glauben, im Gegensatz 
zu Weber,*) dafs die Umsetzung des Kreatins in Kreatinin bei richtige; 
Handhabung der Methode mit geniigender Genauigkeit erfolgt und da 
die Werte fiir das Gesamtkreatinin sogar insofern mehr Vertrauen yey- 
dienen als die kolorimetrische Bestimmung des praformierten Kreatinins, 
als durch die Salzsiiurebehandlung verschiedene Stoffe aus der Reaktions- 
lOsung entfernt werden, die neben dem Kreatinin reduzierend auf al- 
kalische Pikrinsiure einwirken kénnen. 

Kine Trennung des Kreatinin bildenden Fermentes yor 
den zerstOrenden Fermenten in Organextrakten ist bis jetzt 
nicht zufriedenstellend gegliickt. Es wird dadurch das weitere 
Studium des anhydrierenden Fermentvorganges, sowie der Krea- 
tase und Kreatinase, wegen des gleichzeitigen Ineinandergreilens 
dieser Prozesse bedeutend erschwert. Unter bestimmten [e- 
dingungen gelingt es aber doch, z. B. bei Extrakten aus Hunde- 
leber die ausgiebige Zerst6rung zugesetzten Kreatins neben selir 
geringer Kreatininbildung zu demonstrieren, wihrend bei Nicren- 
extrakten im Anfang der Autolyse eine viel energischere lm- 
wandlung von Kreatin in Kreatinin stattfindet. Wie aus spiiter 
angeftihrten Beispielen hervorgeht, besitzen Extrakte aus Hunde- 
leber ein bedeutend gréBeres Zerst6rungsvermoégen fiir gelil- 
detes und zugesetztes Kreatin und Kreatinin als z. B. Nieren- 
extrakte. Bei letzteren ist aber neben der Zerstérung stets eine 
Anhydrierung des vorhandenen Kreatins und zwar in gréberem 
Umfange als bei der Leber nachweisbar und die Umwandlung in 
Kreatinin geht dabei der Zerst6rung beider K6rper zeitlich voran. 
Dies zeigt das Beispiel Nr. 34 aus unserer ersten Kreatinarbeit.* 
in welchem Nierenextrakt in 14 Stunden 12°/o Kreatinin aus 


') Weber, Arch. f. exp. Pharm. u. Path., Bd. LVIII, S. 93. 
*) Gottlieb u. Stangassinger, Diese Zeitschrift, Bd. LII, >. | 
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Kreatin gebildet und nur 18°/o davon zerstért, aber nach 
{78 Stunden alles Kreatin vernichtet hat. 

Wir haben uns in der eingangs zitierten Arbeit!) auf 
auf den Nachweis beschriinkt, dafi in Organextrakten anhy- 
drierendes Ferment, Kreatase und Kreatinase an der Anhy- 
drierung und ZerstOrung des Kreatins kriiftig mitwirken. Zum 
Verstiindnis der Wirkungsweise der genannten Fermente er- 
schien es aber notwendig, die Bedingungen fiir ihre optimale 
Wirksamkeit zu ermitteln. 

Zunichst legte ich mir die Frage vor, in welcher Weise 
die Wirkungsintensitiit der genannten Fermente in Organextrakt- 
ljsungen, denen Kreatin zugesetzt war, durch ruhiges Stehen 
der Reaktionsfliissigkeiten, durch Schiitteln mit Luft oder durch 
Hurchleiten von Luft bezw. Sauerstoff beeinflujt werden. Die 
Versuchsanordnung zur Entscheidung dieser Frage wurde in 
foleender Weise getroffen: Abgemessene Proben von neutral 
cegen Laeckmus reagierenden Leberextrakten vom Hunde wurden 
mit Kreatinzusatz je 48 Stunden unter den aus nachstehender 
Tabelle (S. 302) ersichtlichen Bedingungen autolysiert. Die 
Hxtrakte waren vor Faulnis durch reichlichen Toluolzusatz ge- 
schiitzt, die Proben mit Luft- oder Sauerstoffdurchleitung auber- 
dem noch dadurch, dali der passierende Gasstrom mit Toluol- 
dimpfen gesiattigt war. 

Die Ergebnisse dieser Untersuchung finden sich in nach- 
stehender Tabelle zusammengestellt. 

Von einer Bestimmung des in den Leberextrakten vor 
dem Versuche vorhandenen Kreatin- und Kreatiningehaltes 
resp. von der Ermittelung der auf alkalische Pikrinsiure redu- 
zierend wirkenden Substanzen wurde in diesen Versuchen 
Abstand genommen, da eine Kenntnis dieser Werte fiir einen 
Vergleich der fermentativen Veranderung des zugesetzten Krea- 
‘ins unter verschiedenen Versuchsbedingungen nicht nétig er- 
schien. Bei der spiiteren kolorimetrischen Bestimmung des 
Areatins und Kreatinins wurden die Filtrate von den Leber- 
sougulis in zwei Teile geteilt und diese auf Kreatin und Krea- 
tinin untersucht. 


') Gottheb u. Stangassinger, Diese Zeitschrift, Bd. LII, S. 1. 





Verhalten von Leberextrakt mit Kreatinzusatz bei 37° unter verschiedenen Versuch 





bedingungen 


(je 35 ccm Extrakt, entsprechend 35 g Hundeleber; je 120 cem Fliissigkeit in den einzelnen Proben; 48stiindige Autolyse). 











Versuch Nr. 4 und 3d. 
Som. Kreatinzusatz Gefundenes Kreatinin 
mer Betvebt in mg — Kreatinin, /Sreatinin- | Kreatin | Abnahme des | 
anit _ ersucnas- vermehrung | to} eenmtin= whee | —" 
des | Krea- © unc | Kreatin- plus | Leaklion 
, a? , ais . Creatinin | <reatinin- | 
- Vass aus in mg, tinin bedingungen in jo | Ker ae | Bt arbor | des 
Laaniaee solches — . | des zu- | wertes | 
s© ssuches ausye in mg |g, ‘a- | Sammen | | Autolysates 
r- driickt In mg tins | in mg | in mg) in %o | 
I | | 
= l 
~ ; ' _ ; - ie 2 Pes | - | 
bo 4a |Hundeleber I} 125 107.85] Ruhiges Stehen 1,800 [S00 1,67 | 51,428 | 56,422) 52.32) schwach sauer 
| , 
o . - o- | Mifiger Luftstrom ' — 7 pn | 
= b do. 125 107.85 ie Sa ae 4438 4,438 4,12 67,460 | 40,390) 37,45, saucr 
~ ; a : | 
¢ do. 125 107,85 | MéBiger Sauerstofl-| goo, | go04 8.53} 80,000 | 27,850) 25.83 
strom durchgeleitet ie , 7 et 
oa THundeleberIl} 125 107.85 Ruhiges Stehen 0,771 O.771, 0,72 13,065 | 94,785 87,89) schwach sauer 
. —o-} Mit Luft auf der —_— = , sales a _| 
b do. 125 107,85 cul ian eomakiitiell 1.635 1,635} 1,52 16,875 | 90.975 84,35 , 
. —o-| Miifiger Lufistrom , + ca - ss | 
: do. 125 |107,85 durche leitet 4,500 OOO 417 49,080 | | 44D 
a i 
. - o- | Mifiger Sauerstoff- >. ens __ ia ak ie : 
~~ dl do 125) «107.85 stro dneclieotaiteal S408 8438 > 7.82 DOOZ28 | 57,122) 52.96 amphoter 
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Der Bereitung der Leberextrakte hat eine recht sorg- 
filtige Reinigung der Leber von Galle voranzugehen, wenn man 
auf modglichst gering gefiirbte Riickstinde der eingedampften 
Leberfiltrate rechnen will. Freilich fiihrt auch diese Vorschrift 
nicht immer zum Ziel. Fiir die Herstellung der Extrakte selbst 
gelten die friiher!) gemachten Angaben. 

Aus den Protokollen der Versuche 4 und 5 (S. 302) geht 
hervor, daB die Kreatase, besonders aber die Kreatinase ihre 
cpohte Wirksamkeit bei ruhigem Stehen der FermentlOsungen 
entfalten und daf ihre Tétigkeit be: Schiitteln der Lésungen 
mit Luft, Luft- bezw. Sauerstoffdurchleitung verringert wird. 
Durch Untersuchungen Nasses?*) ist es schon bekannt, dab 
Fermentreaktionen durch gréBere Menge Sauerstoff gehemmt 
werden ké6nnen; auch fiir die kreatinzerstorenden Fermente 
scheint dies bis zu einem gewissen Grade zuzutreffen. 

Diese Hemmung tritt besonders deutlich hervor, wenn wir den 
zerstorenden Einfluf§ des Sauerstoffs auf reine KreatinlOsungen priifen 
nd die dabei erhaltenen Zahlen bei Verwertung der einschligigen Fer- 
mentversuche mit in Rechnung ziehen. In einem Versuche, in dem wir 
einen méifigen Sauerstoffstrom durch kérperwarme Kreatinlésang hindurch- 
perlen liefen, wurde niimlich festgestellt, daf{ in einer 120 ccm betra- 
venden Lésung von 125 mg Kreatin (entsprechend 107,85 mg Kreatinin) 
14.17°o des Kreatins in der gleichen Zeit zerst6rt und dabei nur 2,42° 0 
les zugefiigten Kreatins in Kreatinin umgewandelt wurden. 

Das kreatininbildende Ferment dagegen wirde in un- 
seren Versuchen 4 und 5 nach Mafgabe der starren Zahlen 

die uns tiber die intermediéren Reaktionsverhiltnisse selbst 
nicht aufzukléren vermdgen — fiir die maximale Leistungs- 
‘ihigkeit eine energische Bewegung seiner Lésung durch den 
Sauerstoffstrom beanspruchen. Aus dieser Folgerung wiirde 
‘ich ergeben, daB die zwei Fermentgruppen, die anhydrie- 
reude und die zerstOrende, gerade entgegengesetzte Reaktions- 
vedingungen fiir ihre optimale Leistung beanspruchen. Allein 
<chon aus dem Befunde, daB gerade die Proben mit den 


nedrigsten Kreatininwerten auch die niedrigsten Gesamtwerte, 


') Gottlieb u. Stangassinger, Diese Zeitschrift, Bd. LII, S. 15. 
*) Nasse, Pfliigers Arch., Bd. XV, S. 471. 
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umgekehrt aber die Versuche mit den grdften Kreatininzallen 
auch die groften Gesamtzahlen aufweisen, diirfte sich eine 
andere Erklirung herleiten lassen. Und diese einfachste Ep- 
klirung wire, wie uns diinkt, die, dali sich der Abbau des 
Kreatins vorzugsweise tiber das Kreatinin vollzieht, wie das 
bereits auch friiher') als eine wahrscheinliche Vermutung aus- 
gesprochen wurde. 

Auch ein spiter noch zu besprechender Versuch (8a, b 
spricht in diesem Sinne. Es zeigte sich naémlich, da ein Extrakt, 
in dem 63°/o des zugesetzten Kreatins zerstOrt waren, nur 
1'2°/o Kreatinin enthielt, wahrend eine zweite Probe desselbey 
Extraktes, die nur 21°,o Kreatin zerstort hatte, noch 4°/o Krea- 
tinin aufwies. Es  stiitzen diese Befunde die Annahme, dai) 
in den Leberversuchen, die wir unter verschiedenen Versuchis- 
bedingungen angesetzt hatten, bei Gegenwart von Abbaufer- 
menten aus dem jeweils ermittelten Kreatiningehalt nicht un- 
mittelbar auf die gréSere oder geringere Tiitigkeit des anhy- 
drierenden Fermentes geschlossen werden darf. 

Aus anderen Experimenten, die die Einwirkung von Nieren- 
extrakt auf Kreatininldsung unter verschiedenen Reaktionsbe- 
dingungen verfolgen, geht es sogar zahlenmiibig hervor, dab auch 
das kreatininbildende Ferment bei ruhigem Stehen seiner Lo- 
sungen stiirker wirkt als unter der Einwirkung eines Sauerstoli- 
stromes. Als treffendes Beispiel hierfiir haben wir folgenden 
Versuch Nr. 6 (S. 305) ausgewahlet. 

Diese Untersuchungen iiber die Beeinflussung der Fer- 
menttiitigkeit bei ruhigem Stehen der Reaktionslésungen, bei 
Luft- bezw. Sauerstoffdurehleitung ergeben somit, dal das 
anhydrierende Ferment und die ZerstOrungsfermente bei rulii- 
gem Stehen der Reaktionslésung die gréS$te Wirksamkeit ent- 
falten. 

Der vorseits skizzierte Versuch (Nr. 6) mit einem Extrakt 
aus Hundenieren ist auch noch in anderer Beziehung bemer- 
kenswert. 35 ¢ Niere zerst6rten namlich wahrend 48stiindigem 
ruhigem Stehen bei 37° nur 17,7°/o des zugefiigten Kreatins 


') Gottlieb u. Stangassinger, Diese Zeitschrift, Bd. LII, 5. 2". 
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und wandelten 39°/9 desselben in Kreatinin um, wiihrend der 
korrespondierende Leberversuch, der unter gleichen Bedingungen 
mit 35 g Leber desselben Hundes ausgefiihrt wurde, 87,9°/, 
ZerstOrung und nur 1°/o Kreatininbildung aufwies. Der Extrakt 
der Hundeniere wirkt also in erster Linie auf zugesetztes und 
vorhandenes Kreatin anhydrierend, in zweiter Linie erst zer- 
stérend, wiihrend dem Leberextrakt von vornherein ein gréferes 
Zerstorungsvermogen zukommt. 

Die einzelnen Extraktproben, die anfangs neutrale Reak- 
tion hatten, zeigten bei ihrer Entnahme aus dem Thermostaten 
nach 48 stiindiger Versuchsdauer bald neutrale, bald alkali- 
sche, bald saure Reaktion, wie das bei der verschiedenen Be- 
handlung (ruhiges Stehen, Luftschiittelung, Luft- bezw. Sauer- 
stoffdurchleitung) auch nicht anders zu erwarten war. Durch 
eine titrimetrische Bestimmung der auftretenden Alkalescenz 
oder Aciditiit wiire zwar der Einflu§{B der Reaktion auf den 
Fermentvorgang festzustellen gewesen, jedoch erschien ein 
solches Verfahren bei den Organextrakten nicht einwandfrei. 
Da nach den bisherigen Erfahrungen die Saéuerung allein (auch 
ohne Fermentwirkung) kreatininbildend wirkt, suchte ich die- 
selbe durch Zugabe von alkalisch reagierendem Baryumcarbonat 
zu den Autolyseproben auszuschalten. Es wurde den einzelnen 
Versuchen ca. 1 g Baryumcarbonat zugefiigt: die bei der Au- 
tolyse entstehenden Siiuren wurden dann gebunden und die 
Reaktion des Autolysates war alkalisch. 

Nachstehende Beispiele in Versuch 7 zeigen den Einflul, 
den schwach alkalische Reaktion auf die besprochenen Fer- 
mentvorgiinge austibt; zur besseren Vergleichung habe _ ich 
die entsprechenden Versuche mit demselben Extrakte, die 
ohne Zusatz von Baryumearbonat behandelt wurden, mit auf- 


gezahlt. 

Die Versuchsreihe lehrt, da8 alkalische Reaktion die Ab- 
baufermente schiidigt, die schwach saure Reaktion aber de- 
ren Wirksamkeit begiinstigt. Besonders deutlich ist das in dem 
Versuche 7a ausgesprochen, wo die Reaktion des Autolysates 
in dem einen Fall eine schwach saure, in dem anderen Falle 
eine alkalische war. Demgemif 1aBt sich, wohl infolge der ge- 
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ringeren fermentativen ZerstOrung, auch eine grOBere Krea- 
tininzunahme in den alkalischen Autolyseproben konstatieren, 
als bei den Versuchen ohne’ Baryumearbonatzusatz. Die 
stiirkere Zunahme des Kreatinins bei alkalischer Reaktion 
diirfte aber nur zum Teile auf ein geeigneteres Milieu fiir die 
Wirksamkeit des anhydrierenden Fermentes zurtickzuftihren 
sein und diirfte auch auf die Kreatininbildung aus zugesetztem 
Kreatin unter dem EinfluB des Alkalis selbst zu beziehen sein. 

Die genauere Festlegung der optimalen Reaktionshe- 
dingungen fiir die Fermente, insbesondere den Einfluf des Al- 
kalis auf die Kreatininbildung in reinen KreatinlOsungen werde 
ich nach Abschluf diesbeziiglicher Untersuchungen noch aus- 
fiihrlich besprechen. Jedenfalls erscheinen mir eiweifbreiche 
Organextrakte nicht geeignet, den Einflu{B der Reaktion auf 
die Wirksamkeit des anhydrierenden kreatininbildenden Fer- 
mentes zu priifen, da selbst reine Kreatinlésungen durch Wasser 
im Sinne einer Kreatininbildung beeinfluBt werden. 

Im weiteren beschiiftigte ich mich mit der Frage, in 
welcher Weise die Wirksamkeit unserer Fermente in Organ- 
extraktldsungen bei Zusatz verschiedener Antiseptica be- 
einflubt wird. Nachstehende Versuche seien hieriiber an- 
gefiihrt (Versuch 8, S. 309). 

Wir erkennen aus diesen Beispielen die schon oft be- 
obachtete Tatsache, dafi das chemisch indifferente Toluo! im 
Vergleiche zu den anderen herangezogenen Antisepticis aul 
Fermente am wenigsten schiidigend einwirkt. Wir haben uns 
deshalb ausschlieBlich des Toluols fiir unsere experimentellen 
Untersuchungen bedient. Bei seiner Anwendung ist dafiir Sorge 
zu tragen, dab der Organextrakt nicht blo® mit einer Toluol- 
schicht oben bedeckt, sondern durch kriiftiges Schiitteln der 
Fliissigkeit auch wirklich mit diesem Antiseptikum gesiittigt 
ist. Nur dureh eine derartige Arbeitsweise kann Féaulnis mit 
Sicherheit ausgeschlossen werden. Die Verwendung von Chloro- 
form als Konservierungsmittel setzt die Wirksamkeit der Kreatase 
und Kreatinase bedeutend herab, das alkalisch reagierende Fluor- 
natrium hebt anscheinend sogar die Fermentwirkung auf. In 
dem Versuche mit Fluornatrium ergab sich nimlich durch die 
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310 R. Stangassinger, 


Analyse eine gréBere Kreatinmenge, als dem Extrakte urspriing- 
lich zugefiigt war. Auf diese Erscheinung werden wir spiiter 
noch zu sprechen kommen. Die Beispiele mit Chloroform- bezw. 
Iluornatriumzusatz lassen weiter auf eine bedeutend stirkere 
Fermenttiitigkeit fiir die Kreatininbildung schlieBen. Wahr- 
scheinlich ist aber die VergréfSerung der Kreatininwerte zum Tei 
auch dem Einflusse der verschiedenen Reaktionen zuzuschreiben, 
die den Extrakten bei der Autolyse mit Chloroform und Fluor- 
natrium erteilt wurden. Wéihrend niimlich der mit Toluolzusatz 
autolysierte Extrakt nur ganz schwach sauer gegen Lackmus rea- 
gierte, erwies sich der Extrakt mit tiberschiissigem Chloroform 
stark sauer, der mit Fluornatrium stark alkalisch. Ob nun das 
Fluornatrium als solches die drei Fermente in ihrer Wirksamkcit 
hemmte, oder ob das Ausbleiben einer Fermentwirkung die 
Folge der durch das Fluornatrium bedingten stark alkalischen 
Reaktion war, mul dahingestellt bleiben. Auch duberlich war 
die mit Fluornatrium autolysierte Probe von jenen mit Toluol- 
zusatz angesetzten Versuchen verschieden; diese hatten niim- 
lich bei 48stiindiger Aufbewahrung im Brutschranke eine grau- 
griine Farbe angenommen, wiihrend jene noch die urspriinglich 
hellrote Farbe des Extraktes aufwies. Eine Aufhebung der au- 
tolytischen Vorgiinge durch die starke Alkalescenz im Fluor- 
natriumversuche ist aber in diesem Versuche ganz wohl mog- 
lich, da nach Wieners!) Untersuchungen derartige Prozesse 
bereits bei einer Alkalescenz von 0,2—0,4°/o Natronlauge voll- 
stiindig aufhoren. 

Man hat Ofters die Aufhebung von Fermentvorgiingen 
beim Zusatz geringer Mengen von Protoplasmagiften beobachitet 
und diese Erscheinung zum Nachweis der Fermentnatur der 
betreffenden Vorgiinge verwertet. In folgender Tabelle S. 311 
sind einige Versuche angefiihrt, die die Einwirkung eines 
solchen Giftes — wir haben Cyankalium gewihlt — auf unsere 
Fermente illustrieren. 

Das anhydrierende Ferment und die Abbaufermente wurden 
schon durch Zusatz ganz geringer Mengen Cyankalium ¢ge- 


schidigt. 


') Wiener, Zentralblatt f. Phys., Bd. XXIX, S. 349, 1895. 
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312 R. Stangassinger, 


Fiivten wir dann gr6Bbere Mengen des Giftes zu den Auto- 
lyseproben, etwa wie im Beispiele Nr. 10 so viel, dab eine 1°’, 
Cyankalium enthaltende') Reaktionslosung entstand, so konnten 
nach der Autolyse fast dieselben Mengen Kreatin wiedergefunden 
werden, als zugesetzt waren. Die Gesamtzahl zeigt sogar, daf 
bei der Autolyse eine Vergroberung des Kreatinwertes ein- 
getreten ist. Dieser Beobachtung sind wir schon einmal be- 
gegnet und werden ihre Ursache an spiterer Stelle darin 
kennen lernen, dafi im autolysierten Leberextrakt sich auch 
Kreatin neu bilden kann. Da wir die Grdfe solcher Krea- 
tinneubildung nicht kennen, so diirfen wir aus dem zitierten 
Versuche nur folgern, daf 1°/oige Cyankaliumlosung recht  be- 
deutend die kreatin- bezw. die kreatininzerstGrenden Fermente 
schiidigt. 

Bei Beurteilung dieses Experimentes mit Zusatz von 
1° CNK ist ferner noch zu beriicksichtigen, daB schon durch 
Erhéhung des Salzgehaltes, vor allem durch Erhéhung der 
Basiziléit, ganz veriinderte Versuchsbedingungen fiir die Fer- 
mente geschaffen werden. Denn schon durch Zusatz geringer 
Mengen indifferenter Stoffe, wie Chlornatrium, Harnstoff, wird 
eine Schiidigung des anhydrierenden Fermentes, der Kreatase 
und Kreatinase hervorgerufen. Dies erhellt aus nachstehenden 
Beispielen Versuch 11, 12, 13: 

Die héhere Kreatininzahl in der mit Zusatz von 2°/o 
Harnstoff autolysierten Leberextraktprobe des Versuches 12 
diirfte sich wahrscheinlich aus der Schiidigung der Kreatinase 
herleiten lassen. Besonders hervorgehoben zu werden verdient 
die Beobachtung, dafi schon Harnstoffzusatz von nur 1°/o die 


') Cyankalium gehdrt zu den Stoffen, die alkalische Pikrinsiiure 
zu Pikraminsiiure reduzieren und durch den bei dieser Reaktion aul- 
tretenden roten Farbenton der Lésung Kreatinin vortiiuschen. Die des- 
halb notwendige Entfernung der Blausiéiure aus den fiir die Kreatinin- 
bestimmung vorgesehenen Proben geschah durch Behandlung des Koa- 
culumfiltrates mit Kohlensiure wiihrend seiner Konzentration auf dem 
Wasserbade; ein gleiches Verfahren in den Proben fiir die Gesamtbestim- 


mung (Kreatin -+- Kreatinin) anzuwenden, wiire wegen der spiiteren Salz- 
siiureeinwirkung zum Zwecke der Uberfiihrung von Kreatin in Kreatinin 


iiberflissig. 
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314 R. Stangassinger, 


Kreatinasewirkung empfindlich beeintrichtigt. Denn durch den 
Salzgehalt, insbesondere aber durch den Harnstoffgehalt des 
Harns kann darnach die weitere Titigkeit der Abbaufermente 
im Harne verringert werden. 

Aus den verschiedenen in dieser Abhandlung angefiihrten 
Leberversuchen, die in nachstehendem S. 315 tabellarisch zu- 
sammengestellt sind, sind die grofen Unterschiede in der fer- 
mentativen Leistung der einzelnen Leberextrakte ersichtlich. 

Die in diesen Versuchen festgestellte Zunahme des Krea- 
tinins bewegte sich meist zwischen 0,8 und 3,8 mg pro 35 ¢g 
Leber; nur in einem Beispiele gelang es, eine Zunahme von 
17,15°/o an Kreatinin nachzuweisen. Dieser Befund zeigt deut- 
lich, daB auch in der Leber nennenswerte Anhydrierung ces 
zugesetzten Kreatins stattfindet, die nur gewohnlich infolge der 
starken Kreatinasewirkung der Leber nur in geringerem Grade 
hervortreten kann. 

Die Schwankungen, die sich fiir die Wirksamkeit 
der Abbaufermente beim Vergleiche der Gesamtzahlen er- 
geben, sind sehr grobe. Wir haben Fille, in denen 88° ) 
des zugefiigten Kreatins zerstOrt wurden, und wieder andere, 
in denen das zugesetzte Kreatin durch die Analyse vollstindig 
wiedergefunden wurde. Wie lassen sich diese widersprechenden 
Befunde erkliiren? Abgesehen von individuellen Schwankungen 
hingt dieses unterschiedliche Verhalten der Leberextrakte auch 
von dem Erniihrungszustande der Tiere ab. Aus der letzten 
Kolonne der Zusammenstellung ist ersichtlich, da die zur 
Bereitung der Extrakte verwendeten Lebern, in denen wir kriil- 
lige Zerst6rung von Kreatin nachweisen konnten, von Hunden 
stammten, die 1—2 Tage gehungert hatten; die Lebern dagegen, 
die nur eine geringe Abnahme von Gesamtkreatinin nach der 
Autolyse aufwiesen, waren Hunden entnommen, die 4 Stunden 
nach Verabreichung von Fleischkost — also wahrend der Ver- 
dauung — durch Verbluten getétet waren. Da die Leber der 
Futtertiere sowohl, wie die der Hungertiere pro 35 ccm Extrakt 
(= 35 g Leber')) nur ein paar Milligramm von praformiertem 


') Die Methodik der Kreatinbestimmung in der Leber bedarf noc! 
besonderer Erliuterung: Abgewogene Mengen Leber (auf Gramme genau 
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d16 R. Stangassinger, 


Kreatinin enthielt, spielt ein geringer Mehrgehalt des frischey 
Organes bei der groben Menge zugefiigten Kreatins fiir die Beur- 
teilung der ZerstOrungsfihigkeit der Leber keine Rolle. Das unter- 
schiedliche Verhalten der Leber yon Futter- und Hungertieren 
diirfte aber auch nicht auf einen gréberen oder geringeren Vorrat 
von Abbaufermenten zuriickzufiihren sein, sondern diirfte auf einer 
in der Leber des gefiitterten Tieres deutlicher ansgesprochenen, 
wenn auch verschieden starken Kreatinbildung bei der Autolyse 
beruhen. Dal auch bei Hungerlebern autolytische Kreatinbildung 
stattfindet, ersehen wir aus einem friiher zitierten Versuche 
(Versuch Nr. 12), wo wir bei der Autolyse eines Extraktes aus 
Hungerleber unter Zusatz von Harnstoff ein Mehr von 12 mg 
Kreatinin fanden. Gerade dadurch, daB wir durch Zusatz von 
Harnstoff und Cyankalium die Tatigkeit der Abbaufermente 
schiidigen kénnen, haben wir ein Mittel in die Hand bekommen. 
die autolytische Kreatinbildung auch in der Leber nachweiser 


wurden in einer Schale mit der Schere kleingeschnitten. Die zerkleinerte 
Leber wurde iit essigsaurem Wasser (700 ccm) und 5—1!0 g Kochsalz auf ein 
erwiirmtes Wasserbad gesetzt, 10—12 Stunden bei 60—70° ausgezoven 
und fiir den Ersatz des verdampfenden Wassers Sorge getragen. Nac}: 
dieser Zeit wurden die Eiweifkérper auskoaguliert (eventuell nach Zusatz 
von Natriumcarbonat) und dieses Filtrat (1) wie friiher behandelt. Das 
Koagulum selbst wurde zur vollstindigeren Abgabe noch festgehaltenen 
Kreatins wieder mit 700 cem Wasser und 2,2°/viger Salzséure 3 Stunden 
auf kochendem Wasserbade erhitzt. Nach dem Erkalten erfolgte Neu- 
tralisation mit 10°iger Natronlauge und ganz schwaches Ansiiuern ni! 
Essivsiiure: es wurde nun wieder erhitzt und heif filtriert. Die Ver- 
arbeitung dieses Filtrates (I), in dem nun der Rest des Kreatins in Krea- 
tinin umgesetzt ist, erfolgte nach friiher gegebenen Grundsfatzen. De: 
Gesamtwert des Kreatins stellt somit die Summe der aus Filtrat I und 
Filtrat II gewonnenen Kreatininzahlen dar. Es sei darauf hingewiesen. 
dafi bei Untersuchung der Leber im Gegensatz zu den Leberextrakten 
die erzielten Eindampfriickstinde ausnahmslos tief rot gefarbt waren 
Der kolorimetrischen Analyse des Kreatingehaltes wurde deshalb die be- 
reits friiher geschilderte Differenzbestimmung zugrunde gelegt (vgl. S. 2!" 
Bei einem derartigen Vorgehen gab z. B. die 235 g schwere Leber eines 
gutgenihrten Hundes, der waihrend der Verdauung getétet wurde, 17,376 Ing 
Kreatin (in Kreatinin ausgedriickt) mit Hilfe der Folinschen Methode 
zu erkennen. Die zufilligerweise gleich schwere Leber eines andere! 
Hundes, der 1 Tag gehungert hatte, enthielt 22,86 mg Kreatin. 
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zu kOnnen. Wir diirfen aber vorliiufig den Wert dieser den 
Zerst6rungsvorgang hemmenden Substanzen nicht zu hoch fiir 
die quantitative Bestimmung des durch die Autolyse gebildeten 
Kreatinins einschitzen, da wir aus unseren Experimenten nicht 
erfahren, ob eine totale Aufhebung des fermentativen Zersté- 
rungsvorganges durch Zusatz solcher Stoffe erzielt worden ist, 
oder ob nicht eine noch grébere autolytische Kreatinbildung 
neben dabei einhergehender gleichzeitiger KreatinzerstOrung an- 
zunehmen ist. Es enthalt also auch die Leber, ebenso wie 
Muskel, Niere usw., geeignetes Material zur Bildung von Kreatin, 
die Leber gefiitterter Tiere aber in reicherem Mabe als die 
Hungerleber. 

Derartige Unterschiede leben sich auch beim Blut fest- 
stellen, wenn wir einerseits Blut von Futtertieren, anderseits 
Blut von Hungerhunden im Brutsehranke aufbewahrten. Das 
Futterblut hat z. B. withrend seiner 4tiigigen Autolyse den 
Kreatingehalt mehr als verdoppelt, das Hungerblut aber nur 
um die Hiilfte vermehrt. Im folgenden Versuch 14 und 15 
S. 318 geben wir dafiir ein Beispiel. 

Die miltgeteillen Zahlen beziehen sich auf Carotisblut. 
Noch grébere Kreatininwerte treten aber auf, wenn wir das 
Pfortadlerblut gutgefiitterten Tiere der Autolyse tiberlassen. Aus 
der sich dabei (Versuch 16 S. 318) ergebenden Verdreifachung 
der Kreatininzahl kOnnen wir auf den verhiiltnismiibig groferen 
heichtum des Pfortaderblutes an Vorstufen von Kreatin sehlieben. 
Auch die Anwesenheit einer gréferen Menge von Wasser 
scheint die Kreatinneubildung bei der Autolyse des Blutes 
giinsug zu beeinflussen, wie das aus dem mitangefiihrten Bei- 
spiel zu ersehen ist. 

Die Kreatinneubildung in autolysierten Organen erschwert 
auch die Entscheidung, ob der Abbau des Kreatins sich tiber 
das Kreatinin vollizieht. Anscheinend liebe sich durch einen 
einfachen Vergleich der unter analogen Verhialtnissen in einem 
alle mit Kreatin, im anderen Falle mit Kreatinin beschickten 
Urganexaktproben ein sicheres Urteil tiber diese Frage gewinnen. 
Dieser Vergleich spricht in der Mehrzahl der Fille im Sinne 
ciuer leichteren Zerstérbarkeit des Kreatinins, solange wir die 
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R. Stangassinger, 


Verhalten des Blutes hungernder und gefiitterter 
Hunde bei 37°. 


Versuch Nr. 14 und 15. 








Gefundenes Kreatinin 





Dauer penne | tua. 3 
; Kreatin und/ _ Yermenhrung Ges 
Versuch Material des Kreatinin | Kreatin-u. Kreatinin- 
Versuches | Zusammen | __Werles 
inmg | inmg In %o 
Hungerblut sofort 
l4a (Carotisblut) 1490 | — — 
100 eem untersucht | | 
do. , 7 2916 | 7)( SQ 
b 70 4.0 4 Tage 2,218 | 0,729 48,93 
+ <Uccmnha, 
Futterblut sofort | | 
lia (Carotisblut) 1,992 | — | — 
100 cem untersucht | 
—_—-— ——— —_ $a — — —EE — 
do. y,om ye C 9 - yo) 
b 4 Tage £309 2,317 116.51 





+-70 ccm H,O 








Verhalten des Pfortaderblutes vom gutgeftitterten 
Hunde bei der Autolyse. 


Versuch Nr. 16. 








Gefundenes Kreatinin 








Dauer serene Saag,” acaaps: aaa ga 
: Kreatin und Vermehrung des 
Versuch Material des Kreatinin | Kreatin-u. Kreatinin- 
Versuches | zusammen ____Wertes 
in mg in mg in °o 
| 
) Yr 
Pfortaderblut sofort | | | 
20a vom Hunde 1,282 | --- | - 
100 cem untersucht | 
Bio 
b do. t Tage 3,375 2.093 | 163,26 
| 
do. 2Q7 909 75 
c £ Tage 3,971 2,689 209,79 





+70 cemH,0 














Uber das Verha!ten des Kreatins bei der Autolyse. IL. 319 


mit Kreatininzusatz autolysierten Proben nur auf noch als 
solehes vorhandenes Kreatinin untersuchen. Behandeln wir aber 
diese Extrakte zur Prifung auf ihren Kreatin- plus Kreatinin- 
cehalt mit Salzsiiure, so kénnen wir neben dem Kreatinin auch 
noch ganz erhebliche Mengen Kreatin nachweisen, Nachstehende 
Beispiele (Versuche 17—20) S. 320 sollen dies illustrieren. 

Die einfachste Erklarung der Tatsache, daf bei der Auto- 
lyse der mit Kreatinin beschickten Extraktproben auch Kreatin 
auftritt, diirfte darin zu suchen sein, dafi wiihrend der Autolyse 
Kreatinbildung stattfindet. Wie grof dieselbe aber sein kann, er- 
fahren wir aus den angefiihrten Beispielen nicht. Allem An- 
scheine nach diirften nicht unbedeutende Mengen gebildet werden, 
wie uns der Versuch 20 mit einer Kreatinzunahme von 35 mg pro 
35 cem Extrakt angibt. Berticksichtigen wir dann noch, dafi auch 
das autolytisch gebildete Kreatin wie das fertig zugesetzte der 
Umwandlung in Kreatinin, resp. der ZerstOrung unterliegt, so 
kOnnte die Kreatinneubildung doch eine ansehnliche Grobe ér- 
reichen. Es bleibt aber unentschieden, ob auber diesem Pro- 
zesse nicht auch noch ein reversibler Fermentvorgang mit in 
Frage kommt, niimlich die Bildung von Kreatin aus Kreatinin. 
Unter normalen Bedingungen wiirde dann das Kreatinin bildende 
Ferment anhydrierend auf Kreatin einwirken, nach dem Uber- 
schreiten gewisser Konzentrationsgrenzen fiir Kreatinin aber 
wieder Kreatin zuriickbilden, wie ahnliche reversible Ferment- 
vorginge schon mehrfach beschrieben worden sind. Das Her- 
vortreten der Kreatinbildung aus Kreatinin kénnte dadurch be- 
dingt sein, dafi entweder fertig zugesetztes Kreatinin sich an- 
ders als Kreatinin in statu nascendi verhall, oder dab durch 
den groBen Uberschu8 fertig zugesetzten Kreatinins die physio- 
logischen Bedingungen fiir die Tétigkeit des anhydrierenden Fer- 
ments verindert werden. 

Die wesentlichen Ergebnisse vorliegender Untersuchungen 
sind in folgenden Satzen zusammengefabt : 

1. Anhydrierendes Ferment, Kreatase und Kreatinase ent- 
‘alten ihre gr6Bte Wirkung bei schwach saurer Reaktion. Alkali- 
zusatz schadigt die Abbaufermente. Ruhiges Stehen der Reak- 
lionslésung begiinstigt die fermentativen Vorginge. Toluol als 
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Verhalten von Leberextrakt mit Kreatin- und Kreatininzusatz bei 37° 


(mit je 35 cem Extrakt, entsprechend 35 g Leber vom Hungerhunde; je 120 ccm Fliissigkeit in den einzelnen Proben; 
48 stiindige Autolyse). 


Versuch Nr. 16—19. 
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Antiseptikum schidigt sie am wenigsten. Durch Protoplasma- 
cifte, ferner durch Harnstoff und Kochsalz in gréferer Konzen- 
tration werden die Fermente in ihrer Wirkung gehemmt. 

2. Bei der Autolyse der Leber und des Blutes vom Hunde 
wird im Beginn Kreatin gebildet. Das Blut und die Leber ge- 
fiitterter Hunde enthalten zur Kreatinbildung geeignetes Material 
in grOBerer Menge als Blut und Leber von Hungertieren. 

3. Leberextrakte zerst6ren zugesetztes Kreatinin in aus- 
siebiger Weise. Dabei wird auch Kreatin in ansehnlicher Menge 
nachweisbar. 











Uber die Bildung und Zersetzung des Kreatins bei der 
Durchblutung iiberlebender Organe. 
Von 


R. Gottlieb und R. Stangassinger. 


(Aus dem pharmakologischen Institut der Universitat Heidelberg.) 
(Der Redaktion zugegangen am 10. Marz 1908.) 


Wir haben in einer friiheren Mitteilung!) tiber Versuche 
berichtet, in denen wir das Verhalten des Kreatins und Kreati- 
nins bei der Autolyse verschiedener Organe verfolgten. Es hat 
sich dabei gezeigt, dah einzelne Organe wie die Muskeln und 
Niere (PreBsaftversuche) in einem ersten Stadium der Autolyse 
reicher an Kreatin und Kreatinin werden, da aber den gleichen 
Organen — der Leber, Niere und Milz, Nebenniere, Schilddriise, 
Lunge?) — auch in hohem Grade die Fiihigkeit zukommt, Kreatin 
und Kreatinin bei der Autolyse zu zerstOren oder weiter umzu- 
wandeln. Bei liingerer Dauer der Autolyse nimmt der Gehalt an 
Gesamikreatinin (Kreatin plus Kreatinin) erheblich ab und zuge- 
setztes Kreatinin unterliegt einer fortschreitenden Zerstorung. 
Das Verschwinden des priiformierten Kreatins bei der Autolyse 
von Muskeln hatte tibrigens, wie wir nachtraglich durch freund- 
liche Mitteilung Herrn Prof. Salkowskis erfuhren, auch schon 
Schwiening®) bei der Digestion von Kaninchenmuskeln mit 
Chloroformwasser beobachet, ohne diese Beobachtung jedoch 
weiter zu verfolgen. 

Allen von uns untersuchten Organen (PreBsiften und 
Organextrakten) kommt die Fahigkeit zur Zersetzung des Kreatins 
und Kreatinins bei der Autolyse zu. Gleichzeitig beobachteten 
wir die Entstehung von Kreatinin aus zugesetztem Kreatin. Wir 
sind geneigt, diese Kreatininzunahme sowie die ZerstOrung des 
Kreatins als fermentative Prozesse aufzufassen, die sich auch 
intra vitam in den Organen abspielen. Wenn wir diese aus- 





1) Gottlieb und Stangassinger, Diese Zeitschrift, Bd. LIl, 


5. 1, 1907. 
S. 2D. 


*) Vgl. Stangassinger in der vorangehenden Mitteilung, 5. 
3) Schwiening, Virchow’s Arch., Bd. CXXXVI, S. 473, 1894. 
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siebige fermentative Zerstérung des Kreatins bei der Autolyse 
auf die Vorgiinge in den lebenden Geweben tbertragen diirfen, 
<) kOnnte das Kreatin eine ungleich grofere Rolle als intermediiir 
auftretendes Stoffwechselprodukt spielen, als man bisher ange- 
nommen hat. Es kénnte das Kreatin auch in anderen Organen 
als den Muskeln reichlich gebildet werden, und die Ursache fiir 
denim Vergleich zu anderen Organen soviel hoheren Kreatin- 
cehalt des Muskels wiire vielleicht darin zu suchen, dafi das Kreatin 
im Muskel nicht «frei» enthalten ist!) und deshalb nicht den gleichen 
Bedingungen der ZerstOrung unterliegt, oder dal die Kreatin- 
bildung im Muskel — besonders wiihrend der Arbeit — tiber die 
Vorgiinge der weiteren Umwandlung tiberwiegt, wiihrend das in 
anderen Organen intermediiir gebildete Kreatin giinstigere Be- 
dingungen fiir seine fermentative Zerstorung findet. Nicht allein in 
den Muskeln, sondern auch an anderen Stotfwechselstiitten wiire 
demnach an das Freiwerden von Kreatin aus dem Abbau kompli- 
zierterer Verbindungen oder an seine Entstehung aus Vorstufen 
zu denken. Die Vorgéinge der Kreatinbildung und Zerst6rung 
kOnnten dhnlich wie bei der Harnsiiure in den einzelnen Organen 
in verschiedener Weise nebeneinander ablaufen. Das Harn- 
kreatinin wiirde aber nur den unzerstorten Rest dieses kompli- 
zierten Kreatinstoffwechsels darstellen. 

Autolyseversuche fordern wenn moglich zu einer Ergiinzung 
durch Versuche von kiirzerer Dauer auf, in denen die Leistung 
der unversehrten Zellen unter Versuchsbedingungen untersucht 
wird, die sich den vitalen méglichst niihern. Wir haben des- 
halb Durchblutungsversuche an isolierten Organen angestellt, 
liber die wir im folgenden berichten. Sie haben im allgemeinen 
gezeigt, daf sich bei der Durchblutung mit kOrperwarmem defi- 
brinierten Blute die gleichen Veriinderungen in dem Gehalte 
un Kreatin und Kreatinin innerhalb weniger Stunden abspielen, 
die sich bei der Autolyse nach tagelanger Dauer zeigen. Wihrend 
wir mit diesen Untersuchungen beschiftigt waren, erschien eine 
Mitteilung von S. Weber?) zur Kreatinfrage. Ausgehend von 


') Vel. Urano, Hofmeisters Beitr., Bd. IX, S. 194, 1907. 
*) Siehe Weber, Archiv fiir experimentelle Pathologie und Pharma- 
kKologie, Bd. LVIII, S. 93, Dezember 1907. 
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der Untersuchung des Harns eines Tetanuskranken, in welchem 
Weber und Forschbach!) einen im Verhialtnis zur N-Aus- 
scheidung auffallend hohen Kreatiningehalt beobachteten, haben 
sich diese Autoren eingehend mit dem Verhalten des Kreatin- 
stoffwechsels bei der Muskeltiitigkeit beschaftigt. Weber durch- 
leitete das Herz von Katzen und Hunden mit Ringerscher 
Losung und konnte zeigen, dab bei guter Herztitigkeit nach 
2! /2— 4stiindiger Durchleitung 1,5—3,7 mg Kreatin plus Kreatinin 
(als Gesamtkreatinin bestimmt) vom Herzen an die Durchleitungs- 
fliissigkeit abgegeben wurde, wiahrend dem ruhenden Muskel bei 
der DurchstrO6mung kein Kreatin entzogen wird. Weber be- 
diente sich wie auch wir der Folinschen Methode zur Kreatin- 
und Kreatininbestimmung. Mit Riicksicht auf diese Versuche 
Webers haben wir von der beabsichtigten Durchblutung von 
Muskeln Abstand genommen und teilen in folgendem nur unsere 
Ergebnisse bei der Durchblutung von Leber und Niere mit. Wir 
haben tiber die Abnahme des Gesamt-Kreatinins bei der Durch- 
blutung von Hundenieren und iiber Bildung und Zerstérung 
des Kreatins zu berichten, die sich bei der Durchblutung der 
Hundeleber je nach den angewandten Versuchsbedingungen nach- 
weisen lassen. 

Wir wandten den Durchleitungsapparat von Brodie?) an: 
der sich sehr gut zu quantitativen Untersuchungen eignet. 

Um die stérende Wirkung des Schéiumens zu verringern, wurde 
auf das DurchblutungsgefiB des Apparates, das zur Arterialisation des 
Blutes dient, mittels eines guten Glasschliffes noch eine zweite etwa 
gleichgrofe Hilfte als Verlingerung des Reservoirs angepafit und das 
vendse Blut durch eine Glasréhre fast bis auf den Boden dieses ver- 
groferten Reservoirs gefiihrt. Durch diese Anordnung wurde auch die 
quantitative Reinigung der GefiiKe am Schlusse des Versuches erleichtert. 

Die Analysen wurden nach dem in unserer frtiheren Mil- 
teilung geschilderten Verfahren ausgefiihrt. °) 

') Siehe Weber und Forschbach, Zentralblatt fiir Physiologie 
und Pathologie des Stoffwechsels, 1906, Nr. 18. 

*) Brodie, Journal of physiology, Bd. XXIX, 8S. 266, 1903. 

3) Zur Abspaltung des in der Niere festgehaltenen Kreatins wurde 
das Koagulum nach der Essigsiiureextraktion nach dem auf 5S. 316 cer 
vorhergehenden Arbeit von Stangassinger geschilderten Verfahren mi 


Salzsiiure behandelt. 
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Zunichst seien die Resultate einiger Nierendurch- 
blutungen in Form einer Tabelle wiedergegeben. 

Wir haben die Nieren von Hungertieren mit dem Blute 
des gleichen Tieres durchleitet, dem 125—250 mg Kreatin zu- 
gesetzt war. Um der GefaéBverengerung entgegenzuwirken und 
eine gute Durchflubgeschwindigkeit zu erzielen, wurde in zwei 
Versuchen auf je 100 ecm 0,2 Chloralhydrat von vornherein zu- 
gesetzt.?) Die Durchblutungsdauer betrug 3°/1—5 Stunden. Der 
Kreatin- und Kreatiningehalt des Blutes und der durchbluteten 
Niere wurde nach der Durchleitung getrennt bestimmt. Zum 
Vergleiche mit den nach der Durchleitung erhaltenen Werten 
diente die Bestimmung in 200 cem Blut, die ohne Durchleitung 
aufbewahrt waren, und die Bestimmung in der anderen Niere 
des gleichen Tieres. 

Wie sich aus der Tabelle S. 326 ergibt, lieB sich in den drei 
celungenen Versuchen dieser Anordnung eine ausgiebige Zer- 
st6rung von Kreatin plus Kreatinin und auferdem eine 
deutliche Umwandlung von Kreatin in Kreatinin wahrend 
der Nierendurchblutung nachweisen. Es fanden sich nach 3!/2 
bis ostiindiger Durchblutung 31—59°/o des Gesamtwertes an 
zugesetztem und priformiertem Kreatin plus Kreatinin nicht 
wieder. Diese bis 135 mg betragende Menge des Gesamtkreatinins 
war demnach innerhalb der Versuchszeit zerst6rt oder weiter 
umgewandelt worden. Gleichzeitig war eine Verschiebung inner- 
halb des Gesamtwertes von Kreatin plus Kreatinin vor sich ge- 
gangen, indem anfiinglich neben der grofien Menge des dem 
blute zugesetzten Kreatins nur eine geringe Menge von Kreatinin 
im Blute priformiert vorhanden war, wiihrend sich nach der 
Durchblutung bis 24°/o des zugesetzten und anfiinglich vor- 
handenen Kreatins an Kreatinin vorfand. 

; Man kénnte diese Zunahme des Kreatininwertes bei der leichten 
_berfiihrbarkeit von Kreatin ia Kreatinin als durch die Analyse vorge- 
tiuscht ansehen; um der Niere das Kreatin vollstindig zu entziehen, 
muften wir das Organ durch Behandlung mit verdiinnter Essigséure auf- 
schheffen und dadurch kénnte ein Teil des Kreatins in Kreatinin umge- 
wandelt worden sein. Da aber die Analyse von Blut und Niere getrennt 





*) Vel. Fr. Pfaff und Vejnx-Tyrode, Archiv fiir experimentelle 
Pathologie und Pharmakologie, Bd. XLIX, S. 324. 
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Nierendurchblutungsversuche mit Kreatinzusatz zum Durchleitungsblut (dungertiere). 
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ausvefibrt wurden und die tiberwiegende Kreatininzunahme auf die Blut- 

analyse entfallt, bei der die einfache Koagulation nach unseren Erfah- 

rungen nicht in nennenswerter Weise zur Umwandlung von Kreatin und 

Kreatinin fihrt, so muf die Kreatininbildung auf die Durchleitung selbst 
wen werden. | 

Hingegen ist es nicht mit Sicherheit zu entscheiden, ob 
das Nierengewebe selbst an der Entstehung von Kreatinin aus 
Kreatin wahrend der Durchleitung beteiligt ist. Wenn man 
niimlich Blut allein (ohne Organe) stundenlang bei Korpertem- 
peratur in dem Durchblutungsapparat zirkulieren abt, so ent- 
sieht bei Zusatz von 125 mg Kreatin zu 200 Blut nach 4 Stunden 
die erhebliche Menge von 39 mg Kreatinin, wie uns ein Kontroll- 
yersuch (Versuch 4, 5. 328) lehrte, den wir hier anftihren. Das 
Resultat des Versuches stimmt vollig mit unseren Autolysever- 
suchen tiberein, in denen wir im Blute die reichliche Gegenwart 
eines kreatininbildenden Ferments nachgewiesen haben. In dem 
Kontrollversuch mit blut allein verschwindet ferner etwa 15°/o 
des Gesamtkreatinins wahrend der 4stiindigen Durchleitung. Wir 
fiitren dies auf die Gegenwart der in den Autolyseversuchen 
nachgewlesenen zerstorenden Fermente (Kreatase und Kreatinase) 
im Blute zuriick. Wie aber der Vergleich des Blutversuchs 
mit den Resultaten der Nierendurchblutung zeigt, ist die 
Kreatinzerstorung bei dem Kontakt mit dem Gewebe der tiber- 
ebenden Niere eine ungleich ausgiebigere. 

Die Ergebnisse der Nierendurchblutungen decken sich somit 
vollig mit den Resultaten unserer auf einen viel liingeren Zeit- 
raum ausgedehnten Autolyseversuche; nur vermag die Niere 
bei der Durchblutung das gleiche in Stunden zu leisten, was 
sich bei der Autolyse des Organes erst nach Tagen auspriigt. 

Bei der Durchblutung der Leber haben wir anfangs die 
gieiche Versuchsanordnung angewandt. Wir benutzten Hunde, 

24 Stunden gehungert hatten, und setzten die Durchblutung 
er Leber mit dem Mischblute des betreffenden Hundes und 
‘ines zweiten, der gleichfalls 24 Stunden vorher gehungert hatte, 
‘~-) Stunden lang fort. Die Analyse der Leber!) sowie des Blutes 
nach der Leberdurchleitung bot dabei einige Schwierigkeiten. 

‘) Uber das dabei eingehaltene Verfahren vgl. die vorangehende 

‘iellung von Stangassinger, S. 316, Anmerkung. 





Kontrollversuch mit Kreatinzusatz zum zirkulierenden Blute 


(ohne Organ). 
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Noch sind diese Schwierigkeiten nicht imstande, das Resultat 
der Versuche zu triiben. 

Wir sind schon bei den Autolyseversuchen mit Leberextrakten auf 
den Mifistand gestofen, dafs die nach unserem Verfahren gewonnenen 
Rickstinde, in denen das Kreatinin enthalten ist, gerade bei der Leber 
fast immer eine rote Eigenfarbe zeigten, die nach der Aufnahme in Wasser 

der kolorimetrischen Kreatininbestimmung nach Folin die Farbe der 
Jaffeschen Reaktion vortiiuschen mufte. Erlaubt ein geniigender Kreatin- 
vehalt die starke Verdiinnung der Farblésung, so fillt der durch die 
Fivenfarbe bedingte Fehler oft nicht mehr in die Grenzen der Bestimm- 
harkeit. Bet Verarbeitung der Lebersubstanz') ist derselbe aber sehr 
stirend, und da auch die Lésungen, die man bei der Analyse des 
Blutes erhalt, das liingere Zeit durch die Leber durchzirkuliert hat, 
vor der Anstellung der Jaffeschen Reaktion Eigenfarbe zeigen, so bedarf 
es einer speziellen Erérterung, inwieweit dieser Fehler unsere Resultate 
becinflu&t hat. Fir einen Schlu& auf Abnahme des Kreatins bei der 
Durchleitung der Leber kommt der Fehler natiirlich gar nicht in Betracht, 
denn derselbe kann immer nur ein Plus vortiiuschen. Fir den Nachweis 

Kreatinbildung in den spater anzufiihrenden Versuchen laft es sich 
aber berechnen, dafi durch die Eigenfarbe der Lésungen, z. B. in Versuch 
Xr. 8 und Versuch Nr. 9, bei weitem nicht so viel Kreatinin vorgetéiuscht 
werden konnte, als das tatsiéchliche Plus betrigt. Als den gréf§ten durch 
die Eigenfarbe bedingten Fehler haben wir naimlich bei den Analysen der 
Lebersubstanz eimen Wert gefunden, der bei der kolorimetrischen 
Bestimmung etwa 10 mg Kreatinin vortiiuschen kénnte. Bel weiterer 
Verdiinnung miiftte dieser Fehler geringer werden, ohne dafs bei dem 
reichlichen Kreatiningehalte der Lésungen die Genauigkeit der Kreatinin- 
besummung durch die Verdiinnung leiden wiirde. Dennoch haben wir es 
n solchen Fallen vorgezogen, die Eigenfarbe vorher kolorimetrisch zu 
bestimmen, und haben diesen Wert dhnlich wie in den auf S. 14 der 
fruheren Mitteilung*) (Anmerkung) angefithrten Autolyseversuchen durch 
eine Differenzbestimmung vor und nach Anstellung der Jaffeschen Reak- 
tion beriicksichtigt, indem wir den Wert als Korrektur von dem Kreatinin- 
werte abzogen. 

Eine gewisse Schwierigkeit liegt ferner in dem Fehlen 
eines einwandfreien Wertes fiir das in der Leber vor der Durch- 
Wiutung priformierte Kreatin und Kreatinin. In den Nieren- 
versuchen konnten wir mit einigem Recht den Gehalt der anderen 
Niere an Gesamtkreatinin auch fiir die in dem durchleiteten 
Urgan vorgebildete Menge der beiden K6rper in Anschlag 


') Vel. Stangassinger in der vorangehenden Arbeit, S. 316. 
*) Diese Zeitschrift, Bd. LI. S. 1. 
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bringen: da dieser Wert im Vergleich zu dem Kreatinzusat, 
zum Blute unter allen Umstianden ein geringer ist, so konnte 
aus etwaigen Dilferenzen zwischen der einen und anderen Nicer. 
kein grober Fehler entstehen. In den Leberversuchen waren 
wir dagegen gendtigt, den Kreatingehalt der Leber anderer 
Hunde, die bei gleichem Fiitterungszustand gehalten waren, zum 
Vergleiche heranzuziehen. Auch bei gut gefiitterten Tieren ent- 
hilt die Leber im Maximum 10 mg Gesamtkreatinin pro 100 ¢. 
Kine Uberlegung des einzelnen Versuchsresultates gibt dariiber 
Aufsehlub, ob dieser Maximalwert von 10 mg pro 100 g fiir den 
Anfangsgehall der Leber an Gesamtkreatinin das Ergebnis }e- 
einflussen kann. Durch die Vernachlissigung dieses Wertes kann 
z. B. eine Verminderung von 15—20 mg Gesamtkreatinin im 
Durchblutungsversuch verdeckt werden: es verschwindet aber 
in den Versuchen Nr. 5 und Nr. 6 soviel mehr von der Gesamt- 
menge des zugesetzten und anfinglich vorhandenen Kreatins, 
dab die ZerstOrung resp. Umwandlung auch deutlich zutage tritt, 
ohne daf} man den ursprtinglichen Kreatingehalt der Leber zu 
beriicksichtigen braucht. 

In der folgenden Tabelle stellen wir die Durchblutung:- 
versuche zusammen, die wir an der Leber von Hungertieren 
und unter Zusatz von 250 mg Kreatin zum Durchleitungsblut 
anvestellt haben. Sie ergeben eine bedeutende Abnahme des 
Gesamtkreatinins wihrend der Durchleitung von 4!/2 Stunden 
Dauer. Das in der Leber priiformiert enthaltene Kreatin plus 
Kreatinin wurde dabei gar nicht in Anrechnung gebracht. Die 
Zerstorung des Kreatins bei der Durchleitung erscheint darnach 
geringer, als sie wirklich ist. Rechnet man den immerhin etwas 
willkiirlich angenommenen Wert von 10 mg fiir 100 g Leber 
fiir das priiformierte Gesamtkreatinin mit, so ist wahrend des 
Versuches eine entsprechend grédbere Abnahme des Gesamit- 
wertes anzunehmen. 

In Versuch 7, in dem die Durchblutung nur 2'/2 Stunden 


vor sich ging, ist die Kreatinabnahme weit geringer als in den 
Versuchen von lingerer Dauer. Dies legte den Gedanken nahe. 
ob sich nicht bei kiirzerer Dauer der Versuche eine Zunahme 


des Kreatins bei der Leberdurchblutung nachweisen liebe. | 





331 


reatins. 


res — e661 = 


ERY ETE 





. 


* guluINS 








Bildung und Zersetzung des K 


Uber die 


JUL Seq Sunyn[qyoindg Joep youn 





Z\VSNZUIPLOIY 





dayoyusunadsag 











O'H 
‘“—7) ‘“- “ ‘ / -— f ‘ne ’ a i - ° 5 r 
a} y VAS: PRY CG UIPUNIS ¥ 1G WII OO] ul iQ) CE iyejesun| ri} OLE BO loqo | 
Om9t9 — OOOOT OL CTS OCE OFG'S Wd YOY INEGsOIe) | +e 
£088 — RIE EL 9G RFI © * GUNS 
7, 
OH | 
ol a @ be 0) ond G1 @ bl G1 @0 a fey e, 1428 } : *» Yor 
GES EE GER EE UIPUD]S Fy4 WooQOTUy LOST Ayejooun} 9 egy “wo toga] 
OOTZOL - Ger td OLCle | 0&6 CERNE Wd OYE Wqsyorw)y “g 
8899 — O26 6FI - Oe FL ’ * * gulUIngS 
OH |. ‘ 
OLS 02 OCA 06 UIPUN]S %, F Wd OO] UW (OGG ayrjesun) 3 [GG “BI dovqo'] 
OGG OLI - Q00'TE OLCTS? OCG O6o$ WID OOF W[GSHOIV) | “¢ 
SO}IAM UIUTwaLy Wyonapos 
ete ait « Lo 8) 
-SSuvjUYy Sul Ul _ ° ces Ula Cory 
sop o/, Ul Su Ul sunjynyquoang — su Ul “IN 
pul Ul ) N 
UINTBILY ULUT}VILY 
ulurjeory + uryeary UIUTVIly rep _s —: > 
(UIJBoIY - 1jBOd) se : di . yous 
° ou ul p> UlpVoly Ue | 
Sd}IOM l unrory ; 
. ee 4 yeyay 
-JUIVSVY) Sap SuNAVpuRI A | LINV(] . “19 A 








‘(odo LIHUNY] 


JUL GUsouhn jlo lL Yodan 


UL Tt Z 


UlJRIAY 


UOA 


ZYUSUZY 


meee 


UISUNJUNP QyoiIn plo go] 





332 R. Gottlieb und R. Stangassinger, 


die tibrigen Bedingungen moglichst in gleicher Weise einzu- 
halten, wie wir sie bei den bisher angefiihrten Leberdurch- 
blutungen vor uns hatten, wurde in 3 weiteren Versuchen wie- 
derum Kreatin dem Durchleitungsblute zugesetzt. Da jedoch 
zu erwarten war, dai Leber und Blut gut gefiitterter Tiere 
reicher an den noch unbekannten Vorstufen fiir die Kreatin- 
bildung sein wiirden als die Gewebe von Hungertieren, so stell- 
ten wir diese weiteren Versuche an der Leber gut gefiitterter 
Tiere an, die wir mit dem Mischblute des gleichen Hundes und 
eines zweiten gutgefiitterten Hundes durchbluteten. In zwei 
Versuchen wurde das Blut 2!/2 Stunden und in einem dritten. 
der unter sonst gleichen Bedingungen angestellt war, 5 Stunden 
lang durch die Leber geleitet. Wie die Tabelle 5S. 333 zeigt, war 
das Ergebnis eine deutliche Zunahme des Gesamtkreatinins 
bei der Durchleitung von 2'/4 und 23/4 Stunden und ein un- 
gefiihres Gleichbleiben des Kreatinwertes in dem Versuch 1() 
von 5 Stunden Dauer, in welechem wir nach dem Ausfall cer 
friiheren Versuche mit langerer Durchblutungsdauer am Hun ger- 
tiere eine sehr erhebliche Abnahme zu erwarten hiitten. 
Bei einer Kritik der Versuche 8 und 9, die gewiB noch 
weiterer Ergiinzung bediirfen, ist vor allem zu erodrtern, ob 
die Zunahme des Gesamtkreatinins nicht blob eine scheinbare 
ist, d. h. durch den Fehler vorgetéuscht wird, dai wir den 
urspriinglichen Gehalt der durchleiteten Leber an Kreatin plus 
Kreatinin nicht kennen. Das gesamte Plus steckt am Schlul) 
des Versuches in der allerdings auch strotzend mit kreatin- 
beschicktem Blut angefiillten Leber. Wir hiatten von diesem 
Kreatiningehalte am Ende des Versuches den Anfangswert noch 
abzuziehen, den wir aber nur ungefihr nach den Analyses 
anderer Hundelebern abschiitzen kOnnen. Nun unterliegt das 


Gesamtkreatinin in der Leber der Hunde zwar nicht unbe- 


triichtlichen Schwankungen: so fanden wir in zwei Lebern yon 
zufiillig gleichem Gewicht von 235 g einmal 17,376 und das 
andere mal 22.86 mg Gesamtkreatinin. Doch geht der Geha!t 
der kurz nach dem Tode der Tiere entnommenen Leber nicht 
iiber 10 mg pro 100 g Leber hinaus. Ziehen wir diesen Maximal- 
wert als Korrektur von den in der Leber nach der Durcli- 


"F ti ww 


Leberdure] ; 
Iblutungen mit ZuUSatz von Kresatin 
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leitung gefundenen Werte ab, so ergibt sich immer noch ej) 
betrichtliches Plus in den Versuchen Nr. 8 von 72 mg, im 
Versuche Nr. 9 von 29 mg. 

lnter giinstigen Bedingungen libt sich also bei der Durc}y- 
blutung der Leber eine Zunahme des Gesamtkreatinins 
nachweisen. Welche Bedingungen sind es nun, unter denen 
die friiher erwiesene KreatinzerstOrung, und welche sini 
es, unter denen die Kreatinbildung zutage tritt? 

Versuch 10 zeigt jedenfalls, dal der Ausfall im wesent- 
lichen von der Dauer der Durchblutung abhiingt. Zu diesem 
Versuche verwandten wir gleichfalls die Leber eines gut ge- 
fiitterten Hundes und das Blut soleher Tiere. Dennoch finde: 
sich nach Sstiindiger Durchblutung kein Plus an Gesamtkrea- 
tinin, sondern unter Berticksichtigung des in der Leber ver- 
mutlich enthaltenen Anfangswertes, wenn wir das Maximum 
fiir denselben annehmen, sogar eine Kreatininabnahme. 

Kine zweite, nicht weniger wichtige Bedingung fiir den 
Ausfall der Versuche scheint aber der Erniihrungszustand de) 
Versuchstiere zu sein, von denen Leber und Blut stammen. 
Die dstiindige Durchleitung wie in Versuch 10 hiitte bei Hunger- 
blut und Hungerleber nach der Analogie mit den friiher }e- 
sprochenen Versuchen Nr. 5 und 6 eine viel erheblichere Zer- 
storung von Kreatin ergeben mtissen. Hingegen zeigt Versuch 7. 
das auch bei der Durchblutung der Hungerleber die Abnalm 
des anfiinglich vorhandenen Wertes nach 2!/2 Stunden erst ein 
sehr geringe ist. Wir koénnen noch einen weiteren Versuch (5. 35 
mitteilen,in welchem wir eine Hungerleber ohne Zusatz von Krea- 
tin zum Durehleitungsblute 21/4 Stunden lang durchbluteten und 
eine deutliche Zunahme des Gesamtkreatinins feststellen konnteu 

Zur Deutung dieser Ergebnisse bei der Leberdurchblutun; 
ist wohl anzunehmen, daf} Blut oder Leber oder beide Vor- 
stufen das Kreatin enthalten, aus denen dasselbe entweder be: 
der Durehleitung der Leber abgespalten wird, oder aus dene! 
es sich im iiberlebenden Organe bildet. Es tiberwiegt offenba’ 
bei der Leberdurchblutung anfiinglich die Kreatinbildung tibe! 
die Vorgiinge der Zerstérung. Erst wenn die Vorstufen ¢ 
schipft sind, tritt die Kreatinzerstérung rein hervor. Bei de! 
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Leberdurchblutung ohne Zusatz von Kreatin 
zum Durchleitungsblut (Hungertiere). 




















ie Nach der Durchblutung 
Urspriinglicher | Dauer bestimmt 
Ver- Gehalt . lori ' 
; ; der Kreatin Veranderung cde Ss 
an Kreatin -- +. Krea- Gesamtwertes 
such , Se uring Go es 
Nr. in mg in mg inmg des 
Kreatinin |blutung} Krea- | in mg — Anfangs- 
tinin wertes 
{1.} Carotisblut 12.571) 2: . t +e 
2» 2.97 ni 26.799 | —- 14,22: 
650 cem - " ms 14,224 
or ee ‘ ) Stund. ! 
Leber 235 g |[héchstens 23,0! } 44.141  -+- 21,141 
Summe . 39,971 70,936 -+- 35,365 = +- 100 














Leber des gefiitterten Tieres ist dies erst spiiter der Fall. Im 
Biute oder der Leber gut gefiitterter Tiere ist eben eine grofere 
Menge dieser Vorstufen anzunehmen. Selbst nach 5stiindiger 
Durchblutung ist deshalb die weitere Umwandlung des anfiing- 
lich gebildeten Kreatins noch nicht weit vorgeschritten. Bel 
der Durchblutung von Hungerleber mit Hungerblut sind die Vor- 
stufen hingegen schon friiher ersch6pft und nur bei kurzer Dauer 
der Durchleitung labt sich die Zunahme erkennen (Versuch 11), 
wihrend nach 4~— 5stiindiger Durchblutung die Abnahme des 
Gesamtkreatinins desto deutlicher hervortritt. 

Leider erfordert eine zuverlissige Kreatin- und Kreatinin- 
bestimmung im Blute so grofe Blutmengen, dafi es uns bis- 
her nicht méglich war, die einzelnen Phasen des vermuteten 
Vorgangs in einem Versuche zu verfolgen und unsere An- 
nahmen dadurch zu erweisen. Auch sind die Versuche noch 
durch Durchblutung von Hungerleber mit dem Blute eines ge- 
liitterten Hundes sowie der Leber eines gefiitterten Hundes 
mit Hungerblut zu ergiinzen, um iiber die Herkunft der Vor- 
stufen etwas aussagen zu k6nnen. Vielleicht wird auch die 
Durchblutung der Niere gefiitterter Tiere ahnliche Verhaltnisse 
ergeben, wie wir sie bei der Leber fanden. 

Halten wir die Ergebnisse unserer Leberdurchblutung mit 
der Feststellung von Weber zusammen, dal} das arbeitende 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. LV. 23 
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Warmbliiterherz Kreatin an die DurchstrOmungsfliissigkeit abgibt. 
so erscheint es wahrscheinlich, dafB recht verschiedene Organe 
als Orte der Entstehung des Blutkreatins in Betracht kommen. 
Die Bildung von Kreatin bei der Durchleitung der Leber gut- 
gefiitterter Tiere erscheint in den Versuchen Nr. 8, 9 und 11 
recht erheblich. Dabei weist aber die Abnahme des Kreatins 
bei liingerer Dauer des Versuches darauf hin, dab wir woh| 
von Anfang an neben der Bildung auch weitere Umwandlung 
des gebildeten Kreatins zu vermuten haben; die letztere iiber- 
wiegt freilich erst nach dem allmiéhlichen Verbrauch der Vor- 
stufen, liBt aber wohl in jedem Stadium die Grofe der Kreatin- 
bildung kleiner erscheinen, als sie in Wirklichkeit sein diirfte. 

Ks ist deshalb wohl moéglich, dali die Leber intra vitam 
eine Hauptbildungsstiitte des Kreatins darstellt. Ob es sich dabe: 
um eine synthetische Entstehung des Kreatins aus Vorstufen 
handelt, oder um ein Freiwerden durch Abspaltung aus groferen 
Komplexen, dariiber sagen unsere Versuche nichts aus. Jaffe!) 
konnte die Umwandlung von Glycocyamin in Kreatin durch einen 
Methylierungsprozeb im Organismus des Kaninchens nachweisen 
und sprach bei der Diskussion der Frage, welche Vorstufen 
beim Abbau der Kiweibkorper der Kreatinsynthese vorausgehen, 
die Vermutung aus, dal Guanidin oder Methylguanidin als Vor- 
stufen der Kreatinsynthese in Betracht kommen konnen. Es lige 
nahe, in der Leber den Ort solcher Kreatinsynthesen zu sehen. 

Die Autolyse- wie die Durchblutungsversuche zeigen, dal 
die Leber des Hundes auch als Kreatinzerst6rungsorgan in be- 
tracht kommt. Weitere Untersuchungen miissen erst lehren, 
welche Rolle ihr einerseits als Bildungsstétte und anderseits 
als Ort der Kreatinzersetzung im Organismus zufiillt. Jedenfalls 
scheint nach dem Ausfall der Autolyseversuche die Kreatin- 
zerstOrung und -umwandlung in den verschiedensten Organei 
eine recht umfangreiche zu sein. Da sich dies auch intra vitam 
nicht anders verhiilt, kénnen wir durch einen Versuch von 
Nierenexstirpation am Hunde belegen. Wenn die Ausscheidung 
von Kreatinin durch die Niere der wichtigste Weg fiir die Be- 
seitigung des Kreatins wire, so mii®te man nach Nierenexstir- 


') Jaffe, Diese Zeitschrift, Bd. XLVIII, S. 430, 1906. 
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pation bei Tieren, welche die Operation in gutem Zustande tage- 
lang tiberleben, eine bedeutende Anhiiufung von Kreatin im 
Blute erwarten. Der Versuch zeigt aber, da} das Kreatinzer- 
storungsvermégen der Organe ein so grofes ist, dafh eine Zu- 
nahme an Gesamtkreatinin im Blute 6 Stunden nach doppel- 
seitiger Nierenexstirpation tiberhaupt noch nicht nachweisbar 
ist, und daB sich die Zunahme auch 48 Stunden nach dem Uber- 
stehen der Operation noch in miBigen Grenzen bewegt. Wir 
verbluteten in einem derartigen Versuche einen Hund, der 
:8 Stunden nach der gut iiberstandenen doppelseitigen Nephrec- 
tomie (die Sektion ergab keinerlei Zeichen von Peritonitis) noch 
nicht uriimische Erscheinungen zeigte: es ergab sich eine Zu- 
nahme des normalen Gehaltes an Gesamtkreatinin von 2,5 bis 
3.0 mg pro 100 Blut auf 8,3 mg pro 100 Blut. Der Kreatinin- 
sehalt des Blutes hat also deutlich zugenommen, aber die Zu- 
nahme ist doch nicht sehr erheblich. Es ist demnach zu ver- 
muten, da die ZerstOrung des Kreatins auch ohne seine Aus- 
scheidung geniigt, um den Organismus vor einer Anhiiufung des 
Kreatins zu bewahren. Die Verhiiltnisse liegen wiederum ihnlich 
wie bei der Harnsiiure, da nach den Versuchen von Burian 
und Schur!) die Uricolyse in den Organen nach Nierenexstir- 
pation imstande ist, trotz mangelnder Ausscheidung jede An- 
hiufung der Harnsaure zu verhindern. 

Unsere Versuche bringen nur einen ersten Anfang einer 
Topographie des Kreatinstoffwechsels in den verschiedenen Or- 
ganen des Hundes. Mit Sicherheit ist durch dieselben festge- 
stellt, dab Leber und Niere Orte der Kreatinzerst6rung resp. 
-umwandlung sind. Als Statte der Kreatinbildung lassen unsere 
Hurchblutungsversuche die Leber erkennen, wenn wir auch bisher 
nur liber wenige Versuche verfiigen, in denen die Bedingungen 
(Fiitterung der Tiere, kurze Dauer des Versuches) so gewiihlt 
waren, dah eine Zunahime des Kreatins auch neben der gleich- 
zeltigen ZerstOrung hervortreten konnte. Der Nachweis der 
Kreatinbildung und der KreatinzerstOrung in der Leber findet 
aber seine Ergiinzung in den in der vorhergehenden Arbeit mit- 
geteilten Autolyseversuchen, 


') Burian und Schur, Pfliigers Archiv, Bd. LXXXVII, S. 306. 


23" 














Uber die zur Darstellung von Lecithin und anderen Phosphatiden 
aus Pflanzensamen verwendbaren Methoden. 
Von 


E. Schulze. 


(Aus dem agrikultur-chemischen Laboratorium des Polytechnikums in Ziirich.) 


(Der Redaktion zugegangen am 17. Miirz 19038.) 


Von E. Steiger und mir!) ist nachgewiesen worden, dal 
aus zerriebenen Pflanzensamen das Lecithin durch Ather sich 
nur unvollstindig extrahieren laBt: ein gréfberer oder geringerer 
Teil desselben bleibt in dem in Ather unléslichen Teile des Samen- 
pulvers zurtick, kann daraus aber durch heifben Alkohol in 
Losung gebracht und aus dem Verdampfungsrtickstande dieser 
Lisung durch Ather ausgezogen werden. Auf diese Beobach- 
tungen griimdet sich das von A. Likiernik und mir?) ange- 
vebene Verfahren zur Darstellung von Lecithin. Es besteht im 
wesentlichen darin, daB man die zuvor mit Hilfe von Ather so 
vollstiindig wie moglich vom Fett befreiten Pflanzensamen bei 
)O—60° C. mit Alkohol behandelt, die durch Filtration vom 
Ungelbsten getrennte Fliissigkeit bei der gleichen Temperatur 
eindunstet und sodann den Verdampfungsriickstand in Ather und 
Wasser aufnimmt: die mit Hilfe eines Scheidetrichters von der 
wiisserigen Schicht getrennte iitherische Lecithinl6sung wird 
hierauf zur Reinigung mit Wasser durchgeschiittelt (die dabei 
in der Regel sich bildenden Emulsionen lassen sich durch Hinein- 
bringen von Kochsalzkrystallen und darauffolgendes Durch- 
schiitteln fast immer beseitigen). 

Nach unserem heutigen Wissen ist diese Methode ein Ver- 
fahren zur Darstellung nicht nur von Lecithin, sondern von 
Phosphatiden tiberhaupt. Denn die in der beschriebenen 


') Diese Zeitschrift, Bd. XIII, S. 365. 
*) Diese Zeitschrift, Bd. XV, 8S. 405. 
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Weise aus Cerealiensamen gewonnenen Priiparate besitzen nach 
dem in unserem Laboratorium von E. Winterstein und 
Q. Hiestand') ausgefiihrten Untersuchungen eine kompliziertere 
Zusammensetzung als das Lecithin und sind demuach als Phos- 
phatide zu bezeichnen, unter welchem Namen man heutzutage 
alle in Ather und Alkohol léslichen Phosphorverbindungen, die 
in den Organismen vorkommen, zusammenzufassen pflegt. 

Bei Anwendung des beschriebenen Verfahrens ist es giinstig 
fiir die Darstellung des Lecithins und anderer Phosphatide, dak 
man fiir dieselbe ein zuvor vom Fett befreites Material benutzt, 
ein Umstand, der besonders wichtig war, solange man keine 
LOsungsmittel kannte, mit deren Hilfe man die Phosphatide 
vom Fett trennen kann. Anderseits aber wird die Ausbeute an 
Phosphatiden dadurch verringert, dafi man bei befolgung jener 
Vorschrift nur denjenigen Teil der Phosphatide gewinnt, der in 
dem bei Behandlung der zerriebenen Samen mit Ather ver- 
bliebenen Riickstande noch enthalten ist. Da nun bei der Ex- 
traktion mit Ather bald ein geringerer, bald ein gréberer Teil der 
Phosphatide in Losung geht, so war von vornherein zu erwarten, 
dab} man bei Anwendung jenes Verfahrens auf verschiedene 
flanzensamen eine sehr ungleiche Phosphatidausbeute erhalten 
werde. Dieser Erwartung entsprachen auch die Ergebnisse 
unserer Versuche. Wihrend Leguminosen- und Cerealiensamen, 
wenn sie in der beschriebenen Weise behandelt wurden, uns 
-tets eine relativ betrichtliche Quantitat von Phosphatid lieferten, 
war die Ausbeute daran sehr unbedeutend bei den Samen von 
Cucurbita Pepo (Kirbis), Juglans regia (Walnuf), Corylus avellana 
(HaselnuB) und Amygdalus communis (Mandel), offenbar deshalb, 
weil diese Samen bei der Entfettung mittels Ather an letzteren 
schon den grofiten Teil der in ihnen sich vorfindenden Phos- 
phatide abgegeben hatten. 

Man muf nun fragen, in welcher Weise aus Samen von 
<olehem Verhalten Lecithin und andere Phosphatide sich dar- 
stellen lassen. In Beantwortung dieser Frage ist zunachst darauf 
wifmerksam zu machen, daB auch aus dem Verdampfungsriick- 
stande des atherischen Extraktes, dem sogenannten Rohfett, 


') Diese Zeitschrift, Bd. LIV, S. 288. 
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Lecithin dargestellt werden kann. Man behandelt zu diesem 
Zwecke das Rohfett in der Warme mit der 2—3fachen Ge- 
wichtsmenge Alkohols, verdunstet die so erhaltene LOsung, nach- 
dem man sie vom ungeldst gebliebenen Teile des Rohfetts ge- 
trennt hat, und behandelt den Verdampfungsriickstand wieder 
mit warmem Alkohol. So gewinnt man eine an Lecithin relatiy 
reiche Losung. Man kann daraus durch Fallung mit alkoho- 
lischer Clorcadmiumlosung Lecithin abscheiden; doch wird nach 
unseren Beobachtungen durch dieses Reagens das in den Pflanzen- 
fetten enthaltene Lecithin nur partiell gefallt. Besser ist es, 
jene an Lecithin relativ reiche weingeistige LOsung einzudunsten 
und den Verdampfungsriickstand mit Aceton zu_ behandeln. 
Dabei geht Fett in Lésung, wahrend Lecithin zurtickbleibt. Man 
lost dieses Rohprodukt in Ather und fillt aus dieser Losung 
das Lecithin durch Methylacetat. !) 

Wir haben dieses Verfahren auf die Atherextrakte aus 
den Samen von Soja hispida und Lupinus luteus angewendet. 
In beiden Fiillen erhielten wir ein Produkt, das im Aussehen 
und im Verhalten mit Lecithin tibereinstimmte; es léste sich 
leicht in Ather, sehr wenig in Aceton und in Methylacetat. Einen 
Teil des aus Soja hispida erhaltenen Produkts zersetzten wir 
durch Erhitzen mit Barytwasser. Die von den Baryumsalzen der 
Fettsiiuren abfiltrierte LOsung wurde, nachdem sie durch Ein- 
leiten yon Kohlensiiure vom Baryumhydroxyd befreit worden war, 
eingedunstet, der Verdampfungsrtickstand mit Alkohol extrahiert. 
Der dabei verbliebene Riickstand zeigte das Verhalten des 
elycerinphosphorsauren Baryums. Die weingeistige Losung ent- 
hielt eine durch Phosphorwolframsiure fiillbare Base, deren 
salzsaures Salz in alkoholischer Lésung mit Platinchlorid eine 
gelbe Fillung gab. Daf diese Base Cholin war, darf fiir wahr- 
scheinlich erkliirt werden. Das in Rede stehende Produkt zeigte 
also, soweit der nur mit einer kleinen Substanzmenge aus- 


') E. Winterstein und O. Hiestand (I. c.) haben gefunden, dah 
Lecithin in Methylacetat sehr wenig léslich ist und dafs sich daher dieses 
Acetat zur Trennung des Lecithins oder itiberhaupt der Phosphatide vom 
Fett gut verwenden laftt. Es sei hier bemerkt, dah, ebenso wie das Fett, 
auch Phytosterin in Methylacetat léslich ist. 
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cefiihrte Versuch dies erkennen lief, beim Erhitzen mit Baryt- 
wasser das Verhalten des Lecithins. 
Die Phosphorbestimmungen gaben folgende Resultate:!) 
Priparat aus Soja hispida. 


0,7967 g Substanz gaben 0,0869 g Mg,P,O, = 3,04°%o P. 
Praiparat aus Lupinus luteus. 
0,3598 g Substanz gaben 0,0399 g Mg,P,0, = 3,09°%0 P. 


Beide Priiparate besaben also einen niedrigeren Phosphor- 
cehalt, als die nach dem zuerst beschriebenen Verfahren aus 
den Samen von Lupinus luteus und von Vicia sativa dargestellten 
Priiparate; der Grund dafiir liegt vielleicht darin, daB sie eine 
eroBere Quantitét von Kohlenhydrat enthielten. Médglich ist aber 
auch, daB diese beiden nur in kleiner Quantitiit von uns dar- 
sestellten Priiparate sich durch wiederholte Auflésung in Ather 
und Fillung mit Methylacetat auf einen hoheren Phosphorge- 
halt hiitten bringen lassen. 

Die im vorigen mitgeteilten Versuchsergebnisse zeigen, 
dai man auf dem beschriebenen Wege aus den Atherextrakten 
dem Rohfett) Phosphatide darstellen kann. Atherextrakte aus 
fettreichen Samen sind aber fiir diesen Zweck ein wenig 
giinstiges Material: denn die Trennung der Phosphatide von 
den neben ihnen in weit grOéBerer Quantitiit sich vorfindenden 
Triglyeeriden lift sich nicht ohne betrichtlichen Substanzver- 
lust durchfiihren. Hat man es aber mit fettarmen Samen zu 
tun, so ist es vorteilhafter, statt der Atherextrakte die aus den 
fein zerriebenen Samen mit Alkohol gewonnenen Ausziige zu 
verwenden, da in diese Auszitige die in den Samen sich vor- 
findenden Phosphatide weit vollstandiger eingehen, als in die 
Atherextrakte. 

Im folgenden beschreibe ich zunichst einen Versuch, den 
wir in dieser Weise mit den entschalten Samen von Phaseolus 
multiflorus anstellten. Dieses Material lieferte nur 1,82°/o Ather- 


') Alle in dieser Abhandlung aufgefiihrten Phosphorbestimmungen 
wurden in folgender Weise ausgefiihrt: Die zuerst iiber Schwefelsdure, 
dann in der Wiirme getrocknete Substanzprobe wurde unter Zusatz von 
Soda und Salpeter vorsichtig verbrannt, die Schmelze in Wasser geldst, 
die Lésung mit Salzsiure neutralisiert, dann mit Ammoniak iibersittigt 
und nun zur Fallung der Phosphorséiure mit Magnesiamixtur versetzt. 
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extrakt: der Phosphorgehalt eines atherisch alkoholischen Ex- 
traktes, angegeben in Prozenten der Samentrockensubstanz, be- 
trug 0,034°/o. Nimmt man an, dali dieser Phosphor in Form 
von Lecithin vorhanden war, und daf letzteres 3,84°/o Phosphor 
enthielt, so berechnet sich der Lecithingehalt der entschiilten 
samen auf 0,90°/o.!) 

Ungefiihr ein Kilo dieses Materials wurde sehr fein zer- 
rieben und 2mal bei einer Temperatur von ca. 50° mit Alkoho! 
extrahiert (die Dauer des Erhitzens betrug jedesmal ca. 2 Stunden). 
Die durch Filtration vom Ungelosten getrennten weingeistigen 
Ausziize wurden bei ca. 50° eingedunstet, der Verdampfungs- 
riickstand durch abwechselnde Behandlung mit Ather und mit 
Wasser in Losung gebracht. Mit Hilfe eines Scheidetrichters 
konnte die iitherische LOsung ohne Schwierigkeit von der wiisse- 
rigen Schicht getrennt werden; sie wurde sodann zur Reinigung 
wiederholt) mit Wasser durehgeschitittelt. Die dabei sich bil- 
dende Emulsion lief sich zerlegen, indem wir Kochsalz zu- 
setzten und dann wieder kriiftig durchschiittelten. Nachdem 
die atherische Losung nun wieder von der wiisserigen getrenit 
worden war, wurde sie durch Eintragen von wasserfreiem 
Natriumsulfat entwiissert und sodann der Destillation unter- 
worfen. Den Destillationsriickstand behandelten wir zur [nt- 
fernung der Triglyceride mit Aceton. Den dabei ungeldst ge- 
bliebenen Teil listen wir in Ather und versetzten diese Lésung, 
nachdem sie filtriert und auf ein geringeres Volumen eingedunste! 
worden war, mit Methylacetat. Das Phosphatid schied sich 
dabei als eine schwach gelbliche, weiche, an den Fingern klebende 
Masse aus. Die Phosphorbestimmung gab in dem zuerst tiber 
Schwefelsiiure, dann bei ca. 100° getrockneten Produkte fol- 
gende Zahlen: 

a) 0.7456 g Substanz gaben 0,0930 g Mg,P,0- 

b) 0.6232 » > ‘ 0.0760 » > = 3,40 */o 

Im Mittel wurden also 3,44°/o P gefunden. Diese Za)! 

'' Analytische Belege: 13,942 g Trockensubstanz (= 15.0 4 


lufttrockene Substanz) gaben 0,2540 g Atherextrakt. Der atherisch-alko- 
holische Extrakt aus der gleichen Substanzmenge gab 0,0172 g Mg,P,0; 


- 0.034020 P. 
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bleibt nur wenig hinter den Werten zuriick, die wir bei der 
Phosphorbestimmung in den aus den Samen von Lupinus luteus 
uud Vicia sativa dargestellten Phosphatidpriiparaten erhielten.?) 
Her Grund fiir die Differenz kann moglicherweise in einem 
etwas gréberen Kohlenhydratgehalt des aus Phaseolus multi- 
florus gewonnenen Priparats hegen. Vielleicht aber ist die 
[rsache fiir diese Differenz eine andere. Es zeigte sich niimlich, 
dali das zuletzt genannte Praparat, obwohl es aus einer klaren 
jitherischen Losung durch Fillung mit Methylacetat gewonnen 
worden war, sich doch nicht ganz ohne Riickstand in einem 
(iemisch von Ather mit etwas Alkohol léste. Dieser Riickstand 
bestand aus einer anorganischen Substanz, wahrscheinlich Chlor- 
natrium, welches, wie es scheint, vom Phosphatid «adsorbiert » 
worden war. Die Quantitiit dieser Substanz war aber nur 
eine héchst geringe: durch ihr Vorhandensein konnte also auch 
der Phosphorgehalt des Priiparats nur um einen geringen be- 
trag heruntergedriickt werden. 

Ein Quantum von ungefiihr 7,5 g dieses Priparates wurde 
durch Kochen mit Barytwasser zersetzt, die von den abge- 
schiedenen Baryumseifen durch Filtration getrennte Flissigkeit 
sodann durch Einleiten von Kohlensiiure vom tiberschiissigen 
baryumhydroxyd befreit und nun zur Trockene verdunstet. Den 
Verdampfungsriickstand behandelte ich mit Weingeist. Dabet 
blieb ein Produkt zurtick, welches das Verhalten des Glycerin- 
phosphorsauren Baryums zeigte: es war leicht loslich in Wasser 
und lieferte beim Verbrennen phosphorsaures Baryum, wahrend 
es direkt mit Molybdéinsaure keine Phosphorsadurereaktion gab ; 
beim Erhitzen mit Kaliumbisulfat entwickelte es penetrant 
riechende Diimpfe (Geruch nach Acrolein). Die von diesem 
Produkt abfiltrierte weingeistige Fliissigkeit wurde eingedunstet, 
er dabei erhaltene Riickstand wieder mit Weingeist aufge- 
hommen, die filtrierte L6sung wieder eingedunstet. Den dabei 
croaltenen Riickstand lOéste ich in Wasser und fiigte der Losung 
einige Tropfen Salzsiure zu. Dies bewirkte die Ausscheidung 
viner kleinen Menge von Fettsiuren, die durch Filtration ent- 

') Man vergleiche die in dieser Zeitschrift, Bd. LI, S. 54, von mir 

ichten Angaben. 
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fernt wurden. Das Filtrat wurde wieder eingedunstet, der Ver- 
dampfungsrtickstand mit Alkohol aufgenommen, die Lésung mit 
einer alkoholischen Platinchloridsolution versetzt. Dabei en}- 
stand ein starker gelber Niederschlag, der abfiltriert, mit A|- 
kohol ausgewaschen und sodann in Wasser gelost wurde. [Die 
Losung lieferte beim Verdunsten orangerote Tafeln, die in 
Aussehen mit den unter gleichen Bedingungen entstehenden 
Cholinplatinchloridkrystallen vollkommen tibereinstimmten. Eine 
Platinbestimmung gab eine Zahl, die dem von der Theorie fiir 
das genannte Chloroplatinat geforderten Werte (31,6°/o) ent- 
sprach, wie folgende Angaben beweisen: 

0.3230 ¢ der zuerst iiber Schwefelsiiure, dann bei 10()° 
getrockneten Substanz gaben 0,1023 g Pt = 31,68°/o Pt. 

Die von jenen Chloroplatinatkrystallen abgegossene Mutter- 
lauge lieferte beim Verdunsten gleichfalls orangerote Tafeln. 
Diese Mutterlauge wurde nun mit Hilfe von Schwefelwasserstolf 
vom Platin befreit, dann zur Darstellung eines Chloraurates 
verwendet. Letzteres war schwer léslich in Wasser und zeigte 
das Aussehen des Cholingoldchlorids. Eine Goldbestimmung 
gab folgendes Resultat: 

0.3017 g Substanz (zuerst itiber Schwefelsiiure, dann bei 
100° getrocknet) gaben 0,1335 g Au = 44,25°/o Au. 

Nach der Theorie enthalt das Cholingoldchlorid 44,5°/o Au. 

Bei der Zerlegung mittels Schwefelwasserstoff lieferte dieses 
Chloraurat ein in langen zerflieblichen Prismen krystallisierendes 
salzsaures Salz, welches im Aussehen mit Cholinchlorid tiber- 
einstimmte und auch die diesem Salze zukommenden [ie- 
aktionen gab (Fillungen mit Phosphorwolframsiure, Phosphor- 
molybdiinsiiure, Kaliumquecksilberjodid, Kaliumwismuthjodid, 
sowie mit dem nach Staneks Vorschrift bereiteten Kalium- 
trijodid). Diese Versuchsergebnisse beweisen, daB bei der Spal- 
tung des Phosphatids Cholin entstanden war; sie fiihren ferner 
zu der SchluBfolgerung, daB in dem durch Fallung mit Platin- 
chlorid aus der weingeistigen Lésung erhaltenen Chloroplatina! 
keine andere Base als Cholin enthalten war. 

Die bei der Spaltung des Phosphatids durch Barytwasse! 
erhaltenen Baryumseifen wurden durch Erhitzen mit verdiinnie! 
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Salzsiure zerlegt, die dabei gewonnenen Fettséuren zur Reinigung 
in Ather gelést; beim Verdunsten der iitherischen Lésung blieben 
sie als eine weile Masse zuriick. Sie wurden in die Natrium- 
calze libergeftihrt: die weingeistige Losung dieser Salze zeigte 
heim Schiitteln mit Wasser starke Schaumbildung. Aus den 
Natriumsalzen stellte ich sodann durch Fiillung mit Bleiacetat 
die Bleisalze dar. Letztere wurden getrocknet und sodann mit 
Ather behandelt. Der vom Ungel6ésten durch Filtration getrennte 
jtherische Extrakt wurde zur Entfernung des Bleis mit Salz- 
siiure versetzt. Beim Verdunsten der vom Chlorblei abfiltrierten 
Fliissigkeit verblieb eine bei gewohnlicher ‘Temperatur fliissige 
Siiure (wahrscheinlich Olsiure). Den in Ather unlislichen Teil 
der Bleisalze zerlegte ich dureh Erhitzen mit verdiinnter Sal- 
pelersiture. Die auf der Oberfliche der Fliissigkeit abgeschiedenen 
Fettsiiuren, welche nach dem Erkalten eine feste weibe Masse 
bildeten, wurden 2mal aus Weingeist umkrystallisiert. Eine 
Probe der so erhaltenen Krystalle schmolz im Kapillarréhrehen 
ber 98 % 

Aus den im vorigen gemachten Angaben ist zu schliefen, 
dal} bet der Zersetzung des aus Phaseolus multiflorus darge- 
stellten Phosphatidpraparates die gleichen Produkte entstanden 
waren, wie sie das Lecithin bei gleicher Behandlung liefert. 

Fiir einen zweiten Versuch zur Priifung des oben be- 
schriebenen Verfahrens verwendeten wir entschalte Samen der 
blauen Lupine (Lupinus angustifolius L.). Soleche Samen enthalten 
nach einer in unserem Laboratorium friiher ausgefiihrten Analyse 
7.83°/0 Rohfett (Atherextrakt) und 2,16°/o Lecithin (berechnet 
in der tiblichen Weise aus dem Phosphorgehalt des dtherisch- 
alkoholischen Extraktes). Ungefiihr 500 g dieses Materials wurden 
sehr fein zerrieben und sodann, ohne vorherige Extraktion mit 
Ather, 2mal bei einer Temperatur von ca. 50° C. mit Alkohol 
behandelt, die filtrierten Extrakte bei der gleichen Temperatur 
eingedunstet, die Verdampfungsriickstaénde durch Behandlung 
mit Ather und mit Wasser in Lisung gebracht. Die Lésungen 
behandelte ich ganz ebenso, wie es oben fiir den Versuch mit 
den Samen von Phaseolus multiflorus angegeben worden ist. 
Das bei Destillation der iitherischen Lésung verbliebene Roh- 
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produkt wurde zunichst zur Entfernung von beigemengtem |e; 
mit Aceton behandelt, dann zur Reinigung noch 2 mal aus iithe- 
rischer Losung mit Methylacetat gefallt. Abgewogene Pro}en 
dieses Produktes wurden zuerst im Exsikkator, dann im Trocken- 
schrank bei ca. 100° getrocknet und hierauf zur Phosphorbe- 
stimmung verwendet. Dabei ergaben sich folgende Zahlen:- 

a) 0.5813 g Substanz gaben 0,0672 g¢ Mg,P,0, = 3,22 °/o P. 

b) O,4948 » » 00587 » > =s 3.30 */o 

Im Mittel wurden also 3,26°/o P gefunden. Da _ dieser 
Phosphorgehalt ein relativ niedriger ist, sO war zu erwarten. 
daf} unser Priiparat eine nicht unbetriéchtliche Quantitiit yon 
Kohlenhydrat einschlof. Um dariiber AufschluB zu erhalten, 
lésten wir 1.7418 g dieses Priiparates in Ather, fiigten de 
Losung 6°/oige Schwefelsiiure in gentigender Quantitét zu und 
erhitzten die dabei entstandene Emulsion zuerst zum Verjagen 
des Athers im Wasserbade; spiiter kochten wir die Fliissigkeit 
noch 2 Stunden lang am RiickfluBkiihler. Nach dem Erkalten 
wurde die vom Ungelésten durch Filtration getrennte Fliissig- 
keit neutralisiert und auf 250 ecm gebracht. 75 cem dieser 
Fliissigkeit gaben beim Erhitzen mit Fehlingscher Lésung: 

a) 0,0878 g Cu 
b) O,O879 >» 
Mittel 0.08785 g Cu 

Nimmt man an, da die in der Fliissigkeit enthaltene redu- 
zierende Substanz d-Glukose (Dextrose) war, so ergibt sich, dai 
in 75 cem jener Fliissigkeit O,0448 g dieser Zuckerart enthalten 
waren: in 250 cem wiirden demnach 0,1480 g d-Glukose ent- 
halten gewesen sein. 100 Teile des Phosphatidpriparates wiirden 
also 8,49 Teile d-Glukose geliefert haben. 

In dem relativ betraéchtlichen Kohlenhydratgehalt dieses 
Priiparates liegt ohne Zweifel der Grund dafiir, da dasselbe 
im Phosphorgehalt hinter den aus den Samen von Lupinus 
luteus und Vicia sativa dargestellten Phosphatidpriiparaten zuriick- 
blieb. Ubrigens war jenes Priiparat, obwohl es mehrmals 10 
Ather gelést worden war, doch nicht vollig frei von Chlorid 
‘wahrscheinlich schloB es ein wenig Chlornatrium ein). Dov! 
gab der beim Verbrennen von 0,25 g des Priiparates unter Zusalz 





V 
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von Soda und Salpeter erhaltene Riickstand in salpetersaurer 
Lisung mit Silbernitrat nur eine so schwache Fiillung, dab der 
Gehalt an Chlornatrium nur ein ganz unbedeutender gewesen 
sein kann. 

Zur Darstellung von Phosphatiden nach dem im Vorigen 
heschriebenen Verfahren verwendeten wir endlich noch die 
Samen der Edelkastanie (Castanea vesca) und der Rofkastanie 
\esculus hippocastanum). Diese Samen sind bekanntlich reich 
ay Stiirkemehl, enthalten aber nicht viel Fett. Sie wurden ent- 
siiilt, dann grob zerkleinert, bei 60—70° getrocknet, und nun 
seir fein zerrieben, hierauf bei ca. 50° mit Alkohol extrahiert. 
Hie Verarbeitung der Extrakte sowie die Keinigung der dabei 
erhaltenen Phosphatide geschah so, wie es oben angegeben 
worden ist. Die Phosphorbestimmungen in den in dieser Weise 
dargestellten Priiparaten gaben folgende Resultate: 

a) Priiparat aus Castanea vesca, 
0,6598 g Substanz gaben 0,0623 g Mg,P,O, = 2,63°/o P. 
b) Priparat aus Aesculus hippocastanum. 
0.5755 g Substanz gaben 0,0466 g Mg,P,O0, = 2,46 °/o P. 

Diese Zahlen liegen zwischen den Werten, die fiir den 
hosphorgehalt der aus Leguminosensamen und aus Getreide- 
kornern. dargestellten Phosphatidpraparate von uns gefunden 
wurden. Im Hinblick auf den relativ niedrigen Phosphorgehalt 
dar! man vermuten, dafii die beztiglichen Priiparate Kohlenhy- 
drale enthielten: Versuche sind dariiber jedoch von uns nicht 
ausgefiihrt worden. 

Wir haben auch noch die Phosphormengen bestimmt, die 
in den iitherisch-alkoholischen Extrakten aus den Castanea- und 
Aesculussamen enthalten waren. Dabei erhielten wir folgende, 
aul die Trockensubstanz der entschélten Samen sich beziehende 
Zahlen: 

P im Aatherisch-alkoholischen Extrakt. 
(.astanea vesca 0,026 ° o 
Aesculus hippocastanum 0,026 ° 0 

Der Gehalt der genannten Samen an Phosphatid berechnet 
sh aus diesen Zahlen auf ungefiihr 1,0°/o. Berechnet man 
aber in der bisher tiblichen Weise aus dem Phosphorgehalt der 
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iitherisch-alkoholischen Extrakte den Lecithingehalt der beiden 
Samenarten, so findet man, dab letztere 0,68°/o0 Lecithin ent- 
halten. 

Die im vorigen von mir mitgeteilten Versuchsergebnisse 
beweisen, dafi man zur Gewinnung von Lecithin und anderen 
Phosphatiden Pflanzensamen, die keinen hohen Fettgehalt be- 
sitzen, direkt, d. h. ohne vorherige Entfettung, mit Alkoho| 
extrahieren und zur Trennung der aus den Extrakten zuniichist 
erhaltenen Gemenge von Fett und Phosphatid den Umstand Je- 
nutzen kann, dafi im Gegensatz zu den Fetten (Triglyceriden) 
und zum Phytosterin die Phosphatide in Aceton und in Metliyl- 
acetat sehr schwer léslich sind. 

Da die zur Isolierung der Phosphatide anzuwendenden 
Operationen die gleichen sind, mag man nun entfettete oder 
nichtentfettete Samen als Material verwenden, so will ich im 
folgenden noch einmal kurz angeben, wie man nach unseren 
Erfahrungen diese Operationen am zweckmiibigsten ausfiilirt. 

Man extrahiert das fein zerriebene Material bei einer 
Temperatur von ca. 50° C. mit absolutem oder mit 95°/oigem 
Alkohol; der durch Filtration vom Riickstande getrennte Extrakt 
wird bei der gleichen Temperatur eingedunstet. Den Ver- 
dampfungsriickstand, welcher neben Lecithin stets auch Kohlen- 
hydrate enthiilt,?) bringt man durch abwechselnde Behand- 
lung mit Ather und mit Wasser in Lésung. Die Lésungen wer- 
den, ohne sie stark umzuschiitteln, in einen Scheidetrichiter 
gebracht. Hier erfolgt bald eine Scheidung der iitherischen yon 


') Analytische Belege: 
a) Samen von Castanea vesca (entschilt). 
Kin Extrakt aus 13,698 g Trockensubstanz gab 0,0130 g Mg,P,0; 
— 0.0262 °o P. 


b) Samen von Aesculus hippocastanum (entschilt). 


1. Ein Extrakt aus 13,286 g Trockensubstanz gab 0,0126 g Mg,),0; 


0.0264%o P. 


2. Ein Extrakt aus 8,857 g Trockensubstanz gab 0,0080 g Mg.P,U; 


: 0,0252 9) P. 
*) Wie von mir gezeigt worden ist (Diese Zeitschrift, Bd. LII, 5. 40+. 


kann man aus diesem Riickstande, nachdem derselbe von den Phos}! 


tiden befreit worden ist, in der Regel Rohrzucker darstellen. 











. ° ® ° , 
(ber die zur Darstellung von Lecithin verwendbaren Methoden. 349 


der wiisserigen Schicht. Nach Entfernung der letzteren schiittelt 
man die iitherische Losung im Scheidetrichter wiederholt mit 
\Wasser. Dabei bildet sich meistens eine Emulsion, die man 
aber beseitigen kann, indem man Kochsalz in den Scheidetrichter 
bringt und hierauf kriftig durchschiittelt. Statt des Kochsalzes 
kann man auch Natriumsulfat, wahrscheinlich auch noch manche 
andere Salze verwenden. Nachdem die wiisserige kochsalz- 
haltige L6sung aus dem Scheidetrichter abgelassen worden ist, 
siefit man die atherische LOsung in einen Kolben und triigt 
<jdann wasserfreies Natriumsulfat ein, um jene LOsung vom 
aufgenommenen Wasser zu befreien; dann unterwirft man sie 
der Destillation, nachdem zuvor das Natriumsulfat durch Filtra- 
tion entfernt worden ist. Den Destillationsriickstand behandelt 
man mit Aceton, um beigemengtes Fett zu entfernen. Das dabei 
ungelist gebliebene Phosphatid wird in Ather gelést. Die Lésung 
wird, falls dies notig ist, filtriert, dann stark eingegeengt und 
hierauf zur Fallung des Phosphatids mit Methylacetat versetzt. 
Diese Reinigungsoperation wird, falls dies nétig erscheint, noch 
einmal oder zweimal wiederholt. 

Die Aufgabe, pflanzliche Phosphatide in ganz reinem Zu- 
stande darzustellen, wiirde leichter zu lOsen sein, wenn diese 
Stoffe nicht die Eigenschaft hitten, andere Substanzen zu ad- 
sorbieren,!) worauf friiher schon aufmerksam gemacht wurde. 
Dieser Umstand wiirde von geringerer Bedeutung sein, wenn 
man die Phosphatide durch Krystallisation reinigen konnte ; 
(dies Ist uns aber bis jetzt nicht gelungen. 

Zum Beschluf meiner Mitteilung will ich noch einige 
Worte tiber die bei Bestimmung des Phosphorgehalts der Phos- 
phatide erhaltenen Zahlen sagen. Von allen unseren Phospha- 
lilpraparaten zeigten diejenigen, die wir aus den Samen von 
Lupinus luteus und Vicia sativa dargestellt haben, den héchsten 
’hosphorgehalt, niimlich 3,6—3,7°/o P. Ungefiihr eben so hoch 
war auch der Phosphorgehalt eines aus den Samen von Pinus 
“einbra dargestellten Priparates (mit 3,6°/o P). Diese Zahlen 


‘) Ich verweise auf die beziiglichen Beobachtungen, die von FE. Winter- 
in und O. Hiestand in der friiher zitierten Abhandlung mitgeteilt 
worden sind. 
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bleiben nur wenig hinter den Werten zurtick, die sich ftir das 
Distearvllecithin und das Dioleyllecithin berechnen (3,84 und 
3,86%/o Pj). Die geringe Differenz labt sich wenigstens fiir die 
zuerst genannten beiden Priiparate daraus erkliren, da die- 
selben kleine Quantitiiten von Kohlenhydrat einschlossen | in 
dem aus Pinus Cembra dargestellten Priiparate konnte ein 
Kohlenhydratgehalt nicht nachgewiesen werden). Alle spiiter 
von uns untersuchten Phosphatidpriiparate besaBen einen nie- 
drigeren Phosphorgehalt: doch war die Differenz in manchen 
Fiillen, so z. B. bei den aus Phaseolus multiflorus und Lupinus 
angustifolius dargestellten Priiparaten, nur gering. Diese Diffe- 
renz lift sich auf einen hédheren Kohlenhydratgehalt dieser 
Phosphatide zurickfiihren (fir das Praparat aus den Samen 
von Lupinus angustifolius wurde dies bestimmt nachgewiesen | 
Diese Kefunde lassen sich mit der Annahme vereinen, dal die 
aus Leguminosensamen dargestellten Phosphatidpraparate aus 
Lecithin bestanden, das mit geringeren oder groberen Kohlen- 
hvdratmengen chemisch verbunden war oder auch vielleicht 
dieses Kohlenhydrat adsorbiert hatte. In Ubereinstimmung mi! 
dieser Annahme steht die Tatsache, dab jene Phosphatide be: 
der Spaltung durch Barytwasser sich wie Lecithin verhielten 
und dafi unter den dabei erhaltenen Produkten bis jetzt keine 
andere Base als Cholin nachgewiesen werden konnte; auch 
wurde in einigen Fiillen konstatiert, daf der Phosphorgehali 
zum Stickstoffgehalt in dem gleichen Verhiiltnis stand wie in 
Lecithin.) 

Anders ist die Sachlage bei den aus Getreidesamen (ir- 
gestellien Phosphatiden. 5. Frankfurt und ich fanden in Pri- 
paraten, die aus Roggen- und Gerstekérnern dargestellt worden 
waren, nur 2°/o Phosphor; noch niedrigere Zahlen erhielten 
in einigen Fiillen E. Winterstein und O. Hiestand?!). Durch 
die von den letzteren ausgefiihrten Untersuchungen ist Dbe- 
wiesen worden, dai die Phosphatide aus Getreidesamen cine 
weit kompliziertere Konstitution besitzen, als diejenigen a> 
Leguminosensamen. 


') Ich verweise auf die oben zitierte Abhandlung von E, Winte'- 
stein und QO. Hiestand. 








Uber die zur Darstellung von Lecithin verwendbaren Methoden. do 1 


Bemerkenswert ist aber, daf ein aus dem Embryo des 
\Weizenkorns dargestelltes Phosphatidpriparat weit phosphor- 
reicher war, sein Phosphorgehalt betrug 3,5°/o (Mittelwert aus 
zwei nur sehr wenig voneinander differierenden Bestimmungen!) ). 
Bei zweistiindigem Erhitzen mit 6°/olger Schwefelsiure lieferte 
dieses Phosphatid, wie nach dem fiir seinen Phosphorgehalt 
cefundenen Resultat zu erwarten war, nur eine sehr kleine 
Menge, naémlich nur 2,3°/o von reduzierendem Zucker (berech- 
net als d-Glukose). In seiner Zusammensetzung stimmte dieses 
Produkt also mit den aus den Samen von Lupinus luteus und 
Vicia sativa dargestellten Phosphatidpriiparaten iiberein: auch 
sab es beim Erhitzen mit Barytwasser, soweit dies festgestellt 
worden ist, die gleichen Spaltungsprodukte wie diese. 

Die in dieser Abhandlung beschriebenen Methoden, mit 
deren Hilfe man sowohl aus fettarmen, wie aus fettreichen 
Pilanzensamen Lecithin und andere Phosphatide darstellen kann, 
lassen sich selbstverstindlich auch zur Darstellung soleher Sub- 
stanzen aus anderen Pflanzenteilen verwenden; doch kann hier 
in manchen Fiillen das Vorhandensein anderer Bestandteile, 
z. B. des Chlorophylls, gewisse Schwierigkeiten bedingen. 

Die analytischen Bestimmungen, deren Resultate in dieser 
Abhandlung mitgeteilt worden sind, wurden unter gefiilliger 
Mitwirkung von Ch. Godet ausgefiihrt. 


1) Analytische Belege: 


a) 0,7539 g Substanz gaben 0,0958 g Mg,P,0, = 4,64°/o P. 
b) 0,6213 » > > 0.0779 > > = 3,49 %lo » 


*) Analytische Belege: 
4,1451 g Substanz wurden mit 6°/oiger H,SO, gekocht, die Losung 


n auf 200 eem gebracht. 100 ccm dieser Liésung gaben 0.0928 g Cu == 00473 g 
n oder 2,3°/o d-Glukose. 


DO 
Nd 
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Versuche zur quantitativen Gewinnung von Cholin aus Lecithin. 
Von 
Dr. G. Moruzzi aus Parma. 


(Aus der chemischen Abteilung des physiologischen Instituts zu Berlin.) 


(Der Redaktion zugegangen am 17. Marz 1908.) 


Seit den Untersuchungen von Diakonow und Strecker 
nimmt man an, daB das Lecithin eine Verbindung der Glycerin- 
phosphorsiéure mit Fettsiéiuren und Cholin ist und zwar auf Grund 
der Elementaranalyse und der qualitativen Feststellung der 
Spaltungsprodukte. Die Versuche, bei der Spaltung das Cholin 
in einer mit der Theorie tibereinstimmenden Menge zu erhalten, 
sind bisher erfolglos geblieben. Als Spaltungsmittel wurde 
Barytwasser benutzt. Erlandsen!) erhielt nur 42°/o, Heffter?) 
sogar nur 25°/o. Doch handelt es sich bei ihm um ein Phosphatid- 
gemenge (aus Leber), wihrend Erlandsen ein reines Lecithin 
(aus Herzmuskel) benutzte. Es ist das um so auffallender, als 
einerseits die Platinverbindung fiir sehr geeignet zur quanti- 
tativen Abscheidung des Cholins gilt und anderseits Cholin in 
verdiinnter L6sung gegen Baryumhydroxyd in der Hitze sehr 
widerstandsfihig ist. Gulewitsch®) loste eine aus 1,33 g reinem 
Cholinplatinchlorid hergestellte 0,2 °/oige wiisserige Cholinlésung 
mit tiberschiissigem Barythydrat in einem Kolben, welcher 
mittels eines Riickflubkiihlers mit einer verdiinnte Salzsaure 
enthaltenden Drechselschen Flasche verbunden war, 6 Stunden, 
wiihrend dessen von Zeit zu Zeit ein Luftstrom durchgesaugt 
wurde. Nach entsprechender Behandlung wurde aus dem Kolben- 
inhalt 1,29 g eines Platinchloridniederschlages erhalten, welcher 


o_t 





') Diese Zeitschrift, Bd. LI, S. 113. 
2) Arch. f. exp. Pathol. u. Pharm., Bd. XXVIII, S$. 97. 
*) Diese Zeitschrift, Bd. XXIV, S. 513. 
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abgesehen von einer kleinen Beimengung einer dunkelbraunen 
amorphen Substanz aus reinem Cholinplatinchlorid bestand. 
Beim Verdunsten des Inhalts der Drechselschen Flasche wurden 
nur 0,007 g Riickstand erhalten, welcher mit alkoholischer Lésung 
yon Platinchlorid einen Niederschlag gab. Diese Resultate 
zeigen, daf sich verdiinnte Lésungen von Cholin beim Kochen 
mit Barytwasser nicht zersetzen, oder dafi wenigstens die Zer- 
setzung so geringfiigig ist, daB sie praktisch nicht in Betracht 
kommt. Kocht man Lecithin mit Barytwasser, so tritt Geruch 
nach Trimethylamin auf. Von dieser schon von Heffter be- 
obachteten Zersetzung kann man sich leicht iiberzeugen. Dah 
sie aber der Grund fiir die geringe Ausbeute an Cholin_ bei 
der quantitativen Spaltung des Lecithins mit Barytwasser ist, 
michte ich mit Erlandsen!) in Abrede stellen, denn in Uber- 
einstimmung mit ihm fand ich, dah die Menge der bei der Ver- 
seifung des Lecithins mit Barytwasser tberdestillierenden Base 
nur sehr gering ist. 

Ich habe, nachdem Experimente, das Barytwasser durch 
Baryummethylat zu ersetzen, zu keinem befriedigenden Resultat 
cefiihrt hatten, auf Anregung von Herrn Professor Thierfelder 
versucht, ob vielleicht die Spaltung in saurer Losung eine bessere 
Ausbeute an Cholin gestattet, und berichte im folgenden tiber 
meine Erfahrungen. 


Hydrolyse des Lecithins in saurer Lésung. 


Eine Abspaltung von Cholin aus Lecithin beim Schiitteln 
einer atherischen LOsung mit wasseriger verdiinnter Schwefel- 
siiure findet nach Diakonow?) schon in der Kiilte statt. Sie 
ist aber eine unvollstindige (Gilson, %) Heffter*)). Die Spal- 
tung des Lecithins durch Séure in der Hitze zum Zwecke der 
Gewinnung des Cholins wurde von Brieger®) und neuerdings 
von J. D. Riedel®) ausgefiihrt. Brieger benutzte Salzsaure, 


a. a. O. 
*) Zentralbl. f. d. med. Wiss., 1868, S. 434. 
3) Diese Zeitschrift, Bd. XII, S. 591. 
*) a. a. O. 
°) Ptomaine. 
*) Riedels Berichte, 1907, S. 26. 
24* 








304 G. Moruzzi, 


J. D. Riedel 30—40°,oige Schwefelséure. Angaben iiber die 
quantitative Ausbeute fehlen. Um festzustellen, ob in der Hitze 
die Abtrennung vollstindig verliuft und welche Séurekonzen- 
tration und Kochdauer dazu notwendig ist, stellte ich einige 
Versuche an, in denen die Zeit des Erhitzens und die Stiirke 
der Siiture wechselten. Die Menge des abgespaltenen Cholins 
wurde durch Bestimmung des Stickstoffs in der filtrierten Fliissig- 
keit ermittelt. 

Als Material benutzte ich nicht freies Lecithin, sondern 
ihrer besseren Haltbarkeit und bequemeren Dosierbarkeit wegen 
eine Lecithinchlorcadmiumverbindung, welche aus kiiuflichem, 
in Alkohol léslichem Lecithin von Riedel?) hergestellt worden 
war und ein hellgelbes Pulver darstellte. 

Sie enthielt 1,42°/o N und 3,09°/o P, also N:P = 1: 1,02. 

Die Stickstoffbestimmungen wurden nach Kjeldahl, die Phosphor- 


bestimmungen nach Neumann ausgefiihrt. 


O4461 g verbrauchen 4,16 ccm "/1o-Saéure = 1,50°/o N 
O,7358 » 8,24 » » = 157 "fe » 
O,6941 . 6,9 » > = 1,39°o >» 
0.3756 » » 20,85 » Me-NaOH = 3,08°%o P 
0.2667 > . 15,33» » == 3,18°%o : 
0.4606 » > 24,95» » == 3.0°%o 


Im einzelnen gestalteten sich die Versuche folgendermabien. 
Kine bekannte Menge der Lecithinverbindung wurde in einem 
mit Steigrohr versehenen Kolben mit einer abgemessenen Menge 
einer Schwefelsiiure von bestimmter Konzentration tibergossen, 
der Kolben in ein Wasserbad versenkt und unter haufigem 
Umschiitteln eine gewisse Zeit der Temperatur des siedenden 
Wassers ausgesetzt. Die Substanz wurde alsbald fliissig und 
bedeckte als dunkelbraune G6lige Masse die Oberflache, klebte 
auch zum Teil an den Wandungen. Nach dem Erkalten wurde 
sie fest und brickelig. Ich filtrierte nun und brachte mit Hilfe 
von Wasser und einem Glasstabe die bréckelige, schwammige 
Masse mdglichst quantitativ auf das Filter. Die ablaufende 
Fliissigkeit war gelb, aber vollig klar. Der Filterriickstand wurde 


‘) Das Lecithin wurde von der Firma J. D. Riedel freundlic's! 
zur Verfiigung gestellt, wofiir ich auch an dieser Stelle besten Dank sacze. 
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in eine Reibschale gespritzt, mit dem Pistill fein zerrieben, 
wobei die Masse eine teigige Beschaffenheit annahm, und nach 
sriindlichem Durcharbeiten mit Wasser wieder filtriert. Diese 
Operation wiederholte ich mehrmals, bis alle wasserloslichen Be- 
standteile extrahiert waren, dampfte dann die vereinigten Filtrate 
ein und bestimmte in dem Ritickstand den Stickstolf nach Kjel- 
dahl. Folgende Tabelle gibt eine Ubersicht tiber die Versuche. 




















Lecithin- . Schwefelsaure Koch- | Stickstoff im Filtrat 
cadmiumchlorid 
dauer 
Gesamt- Stickstoff- Konzen- sn in °/o des 
menge menge in ecm tration in mg  Lecithin- 
ing | immg in Jo Stunden *  stickstoff's 
0,968 | 13,75 50 | 40 5 13,37 97,2 
{420 14,40 5040 4 13,58 94.3 
0.968 | 13,75 50 =| ~~ 20 5 13,72 99.8 
1.420 14,40 50 | 20 4 13.65 94.8 
0,968 | 13,75 50 | 10 5 13.72 99.8 
0,968 13,75 50 | «10 4 13,72 99.8 
1,420 14,40 50 10 4 13.58 94.3 
0,956 | 13,58 50 =| ~~ =«10 3 12,80 94.3 
1420 14,40 25 | 10 3 13,13 91,2 
0,956 | 13,58 25 | 10 3 12,21 89,8 
0.956 13,58 D0 10 2 12,20 89.8 
L420 | 14,40 2 | 10 2 13,06 90),7 
0.956 | 13,58 25 | 10 2 11.90 87.6 
1420 | 14,40 25 | 10 1 11,65 80,9 
1420. 14,40 50 2 4 12,20 84.9 











Es ergibt sich aus diesen Versuchen, dal} man zweckmabiger- 
weise zur Hydrolyse 10°/oige Schwefelsiure in einer Menge, 
welche etwa das 50fache des angewendeten Lecithins betriigt, 
benutzt und 4 Stunden erhitzt. Die Abspaltung des Cholins 
erfolgt unter diesen Bedingungen offenbar vollstindig. Der 
kleine Unterschied zwischen dem gefundenen und dem berech- 
neten Wert erklirt sich aus der Schwierigkeit, den Niederschlag 
vollig auszuwaschen. 
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Nicht so quantitativ verlauft unter diesen Verhiltnissen die Ab- 
spaltung der Phosphorséure. Das ergibt sich aus zwei Versuchen, jn 
denen je 0,956 g der Lecithinverbindung mit 50 ccm 10°%oiger Schwefe}- 
siiure 4 Stunden erhitzt wurden. Das Filtrieren der erkalteten Fliissiz- 
keit und griindliche Auswaschen des Riickstandes geschah in der oben 
beschriebenen Weise. In den vereinigten Filtraten bestimmte ich nach 
dem Eimengen und Veraschen mit Séuregemisch den Phosphor nach 
A. Neumann. Es wurden verbraucht in dem einen Versuche 41,63 ccm, 
in dem andern 41,45 ccm ® 2-NaOH, im Mittel also 41,54 ccm. Das ent- 
spricht 23,013 mg P. Da die angewendete Menge Lecithin 29,54 mg P 
enthielt, so wurden also 77,9°/o P wiedergefunden. Es war also fast 
der vierte Teil der Phosphorsaéure (oder Glycerinphosphor- 
siure) der Abspaltung entgangen. 

Um zu entscheiden, wieviel Phosphorséure als Glycerinphosphor- 
siure vorhanden ist, habe ich einen weiteren Versuch angestellt, in dem 
aus dem Filtrat der hydrolisierten Fliissigkeit vor der Veraschung und 
Phosphorbestimmung die Phosphorséure durch Baryumcarbonat entfernt 
worden war, so dafs die gefundene Phosphormenge auf Glycerinphosphor- 
siiure zu beziehen war. 

$,8425 g Lecithinverbindung wurden in der bekannten Weise hydroly- 
siert, Filtrat und Waschwasser eingedampft und in einen Mefikolben von 
300 ccm iibergefiihrt. Nach Auffiillen mit Wasser bis zur Marke nalim 
ich zweimal je 50 ccm ab, versetzte mit Baryumcarbonat, filtrierte, wuscl) 
aus und bestimmte in dem eingeengten Filtrat nach vorausgegangener 
Veraschung und nach Zufiigen') von je 10 ccm einer Natriumphosphat- 
ldsung von bekanntem Gehalt (entsprechend 18,85 cem /2-NaOH) die 
Phosphormenge. Es wurden verbraucht in dem einen Versuche 23,75, 
in dem andern 24,5 ccm ®/2-NaOH. Das macht nach Abzug von 18,85 ccin 
4,90 und 5,65 oder im Mittel 5,27 com == 2,92 mg P. Da die in Betrachi! 


noe 3.8425 oS ' 
kommende Lecithinmenge — a a 0.6404 g 19,79 mg P enthielt, so 
) 


sind etwa 15° 0 wiedergefunden. Die Hauptmenge der Phosphorsiaure 
ist also als freie Phosphorsaéiure und nur ein kleiner Teil als 
Glycerinphosphorsiure in der hydrolysierten Fliissigkeit 
vorhanden, 
Isolierung des Cholins aus dem Filtrat der hydroly- 
sierten Flissigkeit. 

Zur Abscheidung benutzte ich entweder Sublimat, das 
meines Wissens zuerst von Brieger zur Abtrennung des Cholins 
verwendet wurde und das auch neuerdings gerade zu seiner Le- 


‘) Dieser Zusatz geschah, da bei einem allzu geringen Phosphor- 


siiuregehalt die Methode ungenau ist. 
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* 
winnung aus dem durch Kochen mit Saure hydrolysierten Lecithin 
empfohlen worden ist, oder eine Kombination von Phosphor- 
wolframsaure und Sublimat. Zur Wiaigung kam das Cholin als 
Cholinplatinchlorid. 

Durch Phosphorwolframsiiure wird die stickstoffhaltige Sub- 
stanz aus der hydrolysierten Fliissigkeit nur zu 82°/o gefiallt, 
wie aus folgenden Versuchen hervorgeht, wiihrend nach Kiesel') 
reines Cholin durch Phosphorwolframsiiure so gut wie quanti- 
tutiv abgeschieden wird. 

Es wurden zweimal je 1,9127 g der Lecithinverbindung mit 
100 cem 10°%/oiger Schwefelsiiure 4 Stunden lang erhitzt. Die 
abfiltrierte und mit dem Waschwasser vereinigte Fliissickeit 
wurde auf etwa 100 ccm eingeengt und mit 10°/oiger Phosphor- 
wolframsiure unter Vermeidung eines Uberschusses des Fiillungs- 
mittels ausgefallt, der Niederschlag abgesaugt und mit wenig 
10°/oiger Schwefelsiure ausgewaschen. In dem Filtrat be- 
stimmte ich den Stickstoff nach Kjeldahl. Es waren 3,3 und 
3.7 ccm /10-Siiure erforderlich, was 4,62 und 5,18, im Mittel 
9) mg N entspricht. Da die angewendete Menge Lecithin 
7.16 mg N enthielt, so sind also im Filtrat 18°/o wiedergefunden 
oder 82°/) sind durch Phosphorwolframsaure gefallt worden. 

Ein zweiter Versuch, in dem zweimal je 0,956 g Lecithin- 
cadmiumchlorid zur Verwendung kamen, wurde in derselben 
Weise durchgefiihrt, nur mit dem Unterschiede, daf eine kon- 
zentrierte Phosphorwolframsaéurel6sung zur Fillung diente. Bel 
der Kjeldahl bestimmung wurden 1,95 und 1,58 cem ®/10-Séure 
verbraucht, entsprechend 2,73 und 2,21, im Mittel 2,47 mg N. 
Die angewendete Menge Lecithin enthielt 13,58 mg N. So sind 
ulso 18,2°/o wiedergefunden oder 81,8°/o durch Phosphorwolf- 
ramsdure gefallt worden. 

Ich habe die Fiillung mit Phosphorwolframsiiure trotzdem 
einigemal angewendet in der Erwartung, da vielleicht die durch 
sie bewirkte Entfernung anderer Substanzen der quantitativen 
Ausfiillung des Cholins durch Sublimat zugute kommt. 

Im einzelnen verfuhr ich in folgender Weise. Das Filtrat 
der hydrolysierten Fliissigkeit wurde in den Fiillen, in denen 


A 
+ 
) 


') Diese Zeitschrift, Bd. LIIl, S. 218. 
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die Phosphorwolframsiurefillung unterblieb (Nr. 3, 4 und 5), 
durch Baryumearbonat und Baryumhydroxyd von der Schwefel- 
siiure befreit, das Filtrat mit Kohlenséure behandelt, wieder 
filtriert und nach Ansiuern mit etwas Schwefelsidure eingedampft. 
In den andern Fiillen (Nr. 1 und 2) wurde es konzentriert, mit 
10° oiger Phosphorwolframsiure ausgefillt, der Niederschlag 
abfiltriert, ausgewaschen, mit Barvumhydroxyd zerlegt, das Filtrat 
durch Kohlensiure von Baryum befreit, wieder filtriert und nach 
Ansiiuern mit Salzsiiure eingedampft. Die Versuche 4 und 5 
unterschieden sich dadurch von den andern, daf die hydrolysierte 
Fliissigkeit gleich nach dem Abfiltrieren vor der weiteren Be- 
handlung durch Schwefelwasserstoff vom Cadmium befreit wurde. 

In allen Fiillen behandelte ich den Trockenrtickstand mit 
absolutem Alkohol, filtrierte und fiéllte das Filtrat mit alkoho- 
lischer Sublimatlosung. Am _ niichsten Tag wurde abfiltriert, 
das Filtrat eingeengt, der entstehende Niederschlag abfiltriert, 
mit dem ersten zusammen in heifem Wasser gelost, die L6sung 
mit Schwefelwasserstoff behandelt. Das Filtrat vom Schwefel- 
quecksilberniederschlag dampfte ich zur Trockene, nahm den 
Riickstand mit absolutem Alkohol auf, filtrierte und fallte mit 
alkoholischer Platinchloridldsung. Der Niederschlag wurde am 
niichsten Tag abfiltriert, getrocknet und gewogen. Um ihn als 
Cholinplatinchlorid zu charakterisieren, wurde eine Platinbe- 
stimmung ausgefihrt. 

Kiir den Versuch 1 diente die schon oben benutzte Chlor- 
cadmiumverbindung mit 1,42°/o N, fiir die Versuche 2—< die 
Chloreadmiumverbindung eines aus frischem Eigelb hergestellten, 
in absolutem Alkohol leicht léslichen Lecithins mit 1,39°/o N. 





0.8071 g verbrauchten 8,0 ccm 410-H,SO, = 1,39°/o N 

O.5657 » » D6 » » == 1.30% » 
Versuch 1. 7,4 g Lecithineadmiumchlorid (mit 1,42°/0 N) 
wurden mit 370 cem 10°/oiger Schwefelsiure 4 Stunden er- 
hitzt. Phosphorwolframsiurefillung. Es wurden erhalten: 
1.6438 g Cholinplatinchlorid statt der berechneten 2,31 g, also 


41.2° ‘0. 


0.3139 @ hinterlieBen beim Gliihen 0,0988 g Platin = 31,47° 





Berechnet fiir Cholinplatinchlorid 31,63 °/o. 
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Versuch 2. 3,5679 g Lecithincadmiumchlorid (mit 1,39°%/o 
N) wurden mit 180 cem 10° oiger Schwefelsiiure 4 Stunden 
erhitzt. Phosphorwolframsiurefillung. Es wurden erhalten: 
0.7844 g Cholinplatinchlorid statt der berechneten 1,0908 g, 
also G1,91 %/o. 

0.3157 g hinterlieben beim Glihen 0,0994 g Platin = 31,49°/o. 
Berechnet fiir Cholinplatinehlorid 31,63 Jo. 

Versuch 3. 2,845 ¢ Lecithineadmiumehlorid (mit 1,59 /o 
N) wurden mit der etwa dreifachen Menge 35°/oiger Schwefel- 
siiure 41/2 Stunden erhitzt. Es wurden erhalten: 0,6642 ¢ Cholin- 
platinchlorid statt der berechneten 0,8687 ¢g, also 46,5°/o. 
0.3878 g hinterlieben beim Gliihen 0,1234 g Platin = 31,82°/o. 

Berechnet fiir Cholinplatinechlorid 51,63 °/o. 

Versuch 4. 1,4952 g Lecithincadmiumchlorid (mit 1,39°/o 
N) wurden mit 75 cem 10°%/oiger Schwefelsiiure 4'/2 Stunden 
erhitzt. Es wurden erhalten: 0.8507 g¢ Cholinplatinchlorid statt 
der berechneten 0.4574 g, also 76,7°/o. 

0.3103 g hinterlieBben beim Gltthen 0,1004 g Platin = 32,52°/o. 
Bereclinet fiir Cholinplatinchlorid 31,63°/o. 

Versuch 5. 1.8147 g Lecithincadmiumehlorid (mit 1,39°/o 
N) wurden mit 5,5 cem 35°%/oiger Schwefelsiiure 4'/2 Stunden 
erhitzt. Es wurden erhalten: 0.4425 g Cholinplatinchlorid statt 
der berechneten 0,5542 g, also 79,8°/o. 

0.5096 g¢ hinterliefen beim Gliihen 0,0970 g Platin = 31,53°/o. 
Berechnet fiir Cholinplatinchlorid 31,63 °/o. 

Die Fallung mit Phosphorwolframsiure erwies sich also 
als unzweckmiifig. Die bei ihrer Anwendung erhaltenen Resul- 
tate waren etwa 6°/) niedriger. Bei den tibrigen Versuchen 
wurden im Mittel 77,7°/o der aus dem Stickstoffgehalt 
berechneten Menge Cholin erhalten. Die Ausbeute be- 
trug also fast das Doppelte der bei der Spaltung mit Baryt- 
Wasser gewonnenen. !) 


') Eine Fortsetzung dieser Untersuchung bringt die folgende Ar- 
beit von Dr. MacLean. H. Thierfelder. 











Weitere Versuche zur quantitativen Gewinnung von Cholin 
aus Lecithin. 


Von 


Hugh MacLean M. D., Carnegie Research Fellow. 


(Aus der chemischen Abteilung des physiologischen Institutes der Universitat zu Berlin 


(Der Redaktion zugegangen am 17. Marz 1908.) 


Nachdem durch Moruzzi!) festgestellt worden war, daj 
aus «Lecithin» durch Hydrolyse in saurer L6sung nicht mehr 
als 80% o seines Stickstoffs als Cholinstickstoff erhalten werden 
kann, beschlof ich, einer Aufforderung von Herrn Professor 
Thierfelder folgend, die Spaltangsprodukte in barytalkalischer 
Losung wieder aufzunehmen, trotz der von anderer Seite er- 
haltenen ungiinstigen Ergebnisse. 

Das benutzte Material. 

Als solches diente mir zuniichst eine aus Riedelschem 
Lecithin?) hergestellte Chlorcadmiumverbindung, welche auch 
Moruzzi benutzt hatte. Da sich aber alsbald herausstellte, dil 
beim Kochen mit wiisseriger oder alkoholischer Barytlauge be- 
triichtliche Mengen der Verbindung an den Kolbenwandungen sich 
festsetzten und trotz energischen Schiittelns nicht in die Fliissig- 
keit zuriickgebracht werden konnten, also der Hydrolyse ent- 
gingen, so verwendete ich fiir alle weiteren Versuche das Lecitliin 
selbst. Bei einer Priifung zeigte sich, dab es sich auch in trockenem 
Zustande in absolutem Alkohol und in Ather klar loste, aber, offen- 
bar von der technischen Darstellung herrtihrende, Beimengungen 
von Ammoniumverbindungen enthielt. Diese lieBen sich in ein- 
facher Weise durch folgendes Verfahren entfernen. Das Lecithin 
wurde durch soregfiiltiges Verreiben mit Wasser in eine volliz 
homogene Emulsion verwandelt und aus dieser durch Aceton 


1) Siehe vorstehende Arbeit. 
2) Auch dieses Material wurde in dankenswerter Weise von der 


Firma J. D. Riedel zur Verfiigung gestellt. 
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wieder als zusammenhiingende ziihe Masse ausgefiillt. Es wurde 
abfiltriert, wieder mit Wasser in eine Emulsion verwandelt, mit 
Aceton gefallt und dieses Verfahren noch dreima! wiederholt. Bei 
der dritten und den folgenden Wiederholungen entstand eine 
cute Fallung mit Aceton erst, nachdem einige Tropfen Koch- 
salzl6sung zugefugt worden waren. Wabhrend die ersten Filtrate 
deutliche Ammoniakreaktion auf Zusatz von Natronlauge gaben, 
erwiesen sich die letzten als vollig frei davon. Nach der letzten 
Fiillung wurde das Lecithin gut mit Aceton ausgewaschen und 
liber Schwefelsiure im Vakuum getrocknet. Von diesem Prii- 
parat stellte ich eine alkoholische Losung her, welche in gut 
<chlieBender Flasche aufbewahrt ftir die einzelnen Versuche 
diente. Alle Abmessungen (je 5 ccm) wurden mit derselben, 
jedesmal vollig trocknen Pipette und ganz in der gleichen Weise 
vorgenommen. 

5 ccm dieser Losung enthielten 14,14 mg N und 28,89 mg P. 

Das Verhiltnis von P:N verhielt sich also wie 1: 1,08. 

Die Stickstoffbestimmungen wurden nach Kjeldahl, die Phosphor- 
bestimmungen nach Neumann ausgefihrt. 


5 cem verbrauchten in 4 Bestimmungen 10,2, 10,0, 10,0 und 
10,2 com ®10-H,SO,, im Mittel also 10,1 com = 14,14 mg N. 

5 ecm verbrauchten in 5 Bestimmungen 52,0, 52,5, 51,9, 52,1 und 
52.3 cem 1/2-NaOH, im Mittel also 52,2 ecm = 28,89 mg P. 


14,14 mg N entsprechen 0,31073 g Cholinplatinchlorid. 

Nachdem diese LOsung verbraucht war, wurde fiir die 
weiteren Versuche eine neue Losung hergestellt, welche in 
cecem 17,4062 mg N enthielt. 

5 ccm verbrauchten in 3 Bestimmungen 12,50, 12,35, 12,45 ecm 
"'10-H,SO,, im Mittel also 12,433 com = 17,4062 mg N. 

17,4062 mg N entsprechen 0,38250 g Cholinplatinchlorid. 


Versuche mit methylalkoholischer Barytlésung. 


Ich benutzte zuniichst eine alkoholische Losung, da friihere 
Untersucher mit Barytwasser schlechte Resultate erhalten hatten. 
dcem der Lecithinldsung wurden in einem Kolben mit Riick- 
lubktihler mit 100 oder 150 cem einer gesiittigten methylalko- 
holischen Barytlésung eine bestimmte, in den einzelnen Ver- 
siichen wechselnde Anzahl von Stunden auf kochendem Wasser- 








362 Hugh MacLean M. D., 


bade erhitzt. Die Fliissigkeit wurde dann filtriert, der Riick- 
stand sorgfiiltig mit Methylalkohol ausgewaschen, das gesamte 
Filtrat auf dem Dampfbade eingeengt, mit Salzsiure versetzt, 
yon dem ausgeschiedenen Baryumchlorid abfiltriert und zur 
Trockne verdunstet. Den Riickstand nahm ich mit absolutem 
Alkohol auf, filtrierte, fallte die eingeengte Fliissigkeit mit tiber- 
schiissiger alkoholischer Sublimatlésung, filtrierte den Nieder- 
schlag am niichsten Tage ab und wusch ihn aus. Das Filtrat 
wurde zur Trockne verdunstet und der Riickstand mit absolutem 
Alkohol verrieben. Das Ungeléste wurde abfiltriert, mit dem 
ersten Niederschlag vereinigt und in heifem Wasser gelost. Die 
Losung behandelte ich mit Schwefelwasserstoff, filtrierte, dampfte 
zur ‘Trockne, nahm den Riickstand mit absolutem Alkohol auf 
und fiillte das Filtrat mit absolut alkoholischer L6sung von 
Platinchlorid. Der Niederschlag wurde am niichsten Tage ab- 
filtriert, ausgewaschen, getrocknet und gewogen. Zur Priifung 
der Reinheit der Platinverbindung wurde eine Platinbestimmung 
ausgeftihrt. 

Das oben beschriebene Verfahren erwies sich als das beste 
und kam in den meisten Versuchen zur Anwendung. In einigen 
Kxperimenten wurde nach Beendigung des Kochens in die heibe 
Fliissigkeit Kohlensiiure eingeleitet, filtriert, ausgewaschen, dis 
Kiltrat vorsichtig bei miihig erhdhter Temperatur verdunstet, 
der Riickstand in Wasser aufgenommen, filtriert, ausgewaschen, 
das Filtrat wiederum vorsichtig verdunstet, der Riickstand in 
absolutem Alkohol aufgenommen, filtriert, ausgewaschen, das 
Filtrat eingeengt, mit Sublimat gefiillt usw., wie oben beschrieben. 
Bei diesem Verfahren ging die erste Filtration (nach Einleiten 
von Kohlensiiure) so auBerordentlich langsam vonstatten, dal es 
alsbald verlassen wurde. Nur die Versuche 9, 10 und 11 sind 
in dieser Weise ausgefiihrt. 

Uber die Resultate gibt die Tabelle 1 auf Seite 363 <Aul- 
schlub. 

('m die erhaltenen Platinniederschlige auf ihre Identita! 
mit Cholinplatinchlorid zu priifen, wurden die aus den Versuchen 
1, 2, 5, 6, 7 und & stammenden vereinigt und zu Platinbe- 


stimmungen benutzt. 
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1. 0.2439 g hinterliefen beim Glihen 0,0771 g Pt = 31,61° 
2. 0.1740 , 5 . 0,0550 » » = 31.61% 
Berechnet fiir (C,H,,NOCI),PtCl, 31,64° 0 Pt. 


Tabelle 1. 











Koch- Cholinplatinehlorid 
Nr, | dauer aera 
in erhalten  ausLecithinstickstoff von der berechneten 
Stunden in g berechnet in g Menge erhalten in°o 
| 1 0,2700 0.38250 70,59 
2 J 0.2946 0.38250 77,02 
3 1'/2 02450 0.31073 78,8) 
4 1/2 0.2410 0.81073 77,06 
Bs) 2 0,2941 038250 76,89 
6 2 0.2853 0.38250 74,99 
| 4 0.3063 0.388250 80,08 
s 4 0.2991 0,38250 78,19 
i) 4 0.3072 0.38250 80.51 
10 4 0.2981 0.38250 77,93 
II t 0,3009 038250 78,67 
12 7 0.2421 0.31073 77,91 
13 7 0.2394 031075 77 O4 
1-4 10 0),2380 0.31073 76,99 
15 10 0),2390 0,31073 76,91 








Es handelte sich also um reines Cholinplatinchlorid. 
Die erhaltenen Werte lassen keine Abhiingkeit von der Koch- 
dauer erkennen, wurden doch in den Versuchen 2, 5, 13 und 15, 
in denen die Kochdauer 1, 2, 7 und 10 Stunden betrug, die 
niimlichen Prozentzahlen erhalten. Im Durchschnitt aller 
Versuche wurden 77,3°/o des vorhandenen Stickstoffs 
als Cholinstickstoff gefunden. 


Versuche mit wisseriger Barytlosung. 

5 cem der LOsung wurden 2!/2 Stunden mit 100 cem ge- 
siittigtem Barytwasser am RiickfluBkiihler gekocht. Nach Fil- 
trieren, Einleiten von Kohlenséure und abermaligem Filtrieren 
wird etwas Salzsiiure zugefiigt und eingedampft, der Riickstand 
mit absolutem Alkohol aufgenommen und das Filtrat direkt mit 
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Platinchlorid gefiillt. Der Niederschlag wird am nichsten Tage 
abfiltriert, ausgewaschen, getrocknet und gewogen. 

















Koch- Cholinplatinchlorid 
Nr dauer ; ae 
sii in erhalten aus Lecithinstickstoff von der berechneten 
Stunden In g berechnet in g Menge erhalten in ° » 
16 2'/9 02390 0,31050 76,91 
17 2' 0.2431 0,3 1050 78,23 
0.1794 ¢ hinterlassen beim Gliithen 0.0566 g Platin = 31,55°/o 


statt der fiir Cholinplatinchlorid geforderten 31,64°/0. 

Es handelt sich also auch hier um reines Chlolinplatin- 
ehlorid. Durch die Spaltung in wiisseriger und alkoho- 
lischer barytalkalischer LOsung wird also aus Lecithin 
die gleiche Menge Cholin erhalten und zu ganz dem- 


selben Wert (im Durchschnitt 77,7°%/o) fiihrt auch die 
Spaltung in saurer L6sung (Moruzzi). 


Meine weiteren Untersuchungen waren darauf gerichtet. 
festzustellen, worauf dieser Fehlbetrag von tiber 20°/o gegen- 
liber der berechneten Menge zuriickzufiithren ist. 

Zuniichst priifte ich, ob denn tiberhaupt bei der Spaltung 
mit alkoholischer Barytlésung aller Stickstoff im Filtrat = sich 
findet. Zu dem Zweck wurden je 5 ccm Lecithinl6sung § ver- 
schieden lange Zeit mit methylalkoholischer Barytl6sung gekocht 
und in oben beschriebener Weise weiter behandelt, d. h. der 
Niederschlag wurde abfiltriert und ausgewaschen, das Filtrat 
+. Waschalkohol eingeengt, mit Salzséure angesduert und vom 
Jaryumcehlorid abfiltriert. Im Niederschlag und Filtrate be- 
stimmte ich nach Kjeldahl den Stickstoff. Die Tabelle 2 auf 
Seite 365 enthalt die Resultate. 

Es war also im Durchsehnitt 8,5%0 des einge- 
fiihrten Stickstoffes im Riickstand geblieben. Die Koch- 
dauer war ohne Einflu8 auf seine Menge. Auch ein ungeniigendes 
Auswaschen kann nicht schuld sein. Es wurde immer selir 
sorgfaltig ausgewaschen und der Filteriickstand wiederholt vom 
Filter in den Kolben zuriickgebracht, mit Alkohol erwarm! 
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und durchgeschiittelt. In den Versuchen 20 und 21 geschah 
dies sogar sechsmal unter jedesmaligem liingeren Kochen. Dab 
heim Kochen mit Baryt aus dem Cholin eine in Alkohol unlis- 
liche stiekstoffhaltige Substanz entsteht, ist unwahrscheinlich. 
Man muff also annehmen, daf in dem von mir benutzten Pra- 
parat neben dem Cholin ein anderer stickstoffhaltiger Atom- 
komplex vorhanden ist, welcher in dem Riickstand bleibt. 
Weitere Momente, welche zur Erklarung des gefundenen 
Fehlbetrages etwa in Betracht kommen, sind eine teilweise 
Zersetzung des Cholins unter Bildung fliichtiger Produkte (Tri- 
methylamin, Ammoniak) und eine unvollsténdige Fiillung. Was 
die Zersetzung durch Barytwasser betrifft, so ist schon durch 
Gulewitsch!) gefunden worden, daf sie duferst geringfiigig 
und von keiner praktischen Bedeutung ist. Ich bin mit Hilfe 
einer Versuchsanordnung, welche der von Gulewitsch_ be- 
nutzten &éhnlich ist, zu demselben Resultat gekommen. Die 


Tabelle 2. 





























Koch- In den ae Gefundener N 
dauer Versuch | | 3 Riick- 
Nr. ; eingefiihrter | Gesamt ‘im Filtrat '™ Riick- stand-N 
in oN tee, stand In °/o des 
or 4 in mg in mg . einge- 
In mg In mg fiihrten N 
Is 1 14,14 14,07 | 1288 | 119 | 84 
19 1 14,14 14,15 | 13,02 113 | 80 
20) I'/2 14,14 _ | — | O98 | 70 
21 1 */y 14.14 — | — | 126 | 89 
22 3 11,14 14,01 | 12,88 113 | 80 
23 3 14,14 14,00 | 1281 | 119 | 84 
24 5 14.14 1379 | 12,46 133 | 94 
25 5 14,14 14,00 | 12,74 1,26 8.9 
265 7 14,14 13,58 | 12,32 126 | 89 
27 7 14.14 13,58 | 12,25 133 | 94 
Mittel .f 14,14 13.9 | 12,67 121 BD 








') Diese Zeitschrift, Bd. XXIV, S. 538. 
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beim Kochen des Lecithins mit barvtwasser am Rickflubkiihler 
entstehenden fliichtigen stickstoffhaltigen Produkte wurden mittels 
eines ammoniakfreien Luftstromes quantitativ in "/10-Schwefel- 
siiure geleitet und durch Titration bestimmt. Es ergab sich, 
daf bei sechsstiindigem Kochen von 1 g Lecithinecadmiumchlorid 
(enthaltend 13,05 mg N) mit Barytwasser nur 0,3 ccm ™ 10-H,SO, 
neutralisiert wurden, also nur 0,42 mg N = 3,2°/o in fliichtize 
Zersetzungsprodukte iibergegangen war. Bei der Spaltung in 
alkoholischer L6sung betrug der durch Zersetzung zy 
fliichtigen Produkten entstandene Verlust im Mitte] 
zahlreicher Versuche sogar nur 1,7°/o, wie sich aus den 
in Tabelle 2 aufgefiihrten Werten berechnen 1aBt. 

Kinen weit groBeren Beitrag zur Erklirung des Defizits 
liefert die Unvollstiindigkeit der Féllung. Ich habe in der Meinung. 
dali das Sublimat aus unreinen Lésungen das Cholin  vollstiin- 
diger fillt als das Platinchlorid, die Quecksilberfiillung der mit 
Platinchlorid vorangehen lassen. Daf} diese Zwischenfiillune 
unnotig ist, scheint schon aus den Versuchen 16 und 17 hervyor- 
zugehen, welche ohne sie ausgeftihrt wurden und dieselben Resul- 
tate gaben, wie alle tiibrigen. Da indessen wegen der ungleichen 
Vorbehandlung (Spaltung in wisseriger LOsung) ein Vergleich 
nicht ohne weiteres zuliissig erscheint, habe ich einige weitere 
Experimente in dieser Richtung ausgefiihrt. 

Das nach dreistiindigem Kochen der Lecithinl6sung mit 
methylalkoholischem Baryumhydroxyd erhaltene Filtrat wurde, 
wie oben beschrieben, eingeengt, mit Salzsiure versetzt und 
wieder filtriert. Ich entnahm dem Filtrat zwei gleiche Teile und 
gewann aus dem einen in der tiblichen Weise, aus dem andern 
unter Weglassung der Zwischenfallung mit Sublimat das Cholin- 
platinchlorid. Die Tabelle 3 auf Seite 367 gibt die erhaltenenW er'e. 

Die Unterschiede sind sehr klein, so daf bei Wiederholunge! 
die Zwischenfiillung fortfallen kann. 

Vom Platinchlorid wird angegeben, daB es in absolut 
alkoholischer Lésung das Cholin vollig ausfillt. Gulewitscl.’ 
von dem diese Angabe herriihrt, verfuhr so, dab er eine 0,5° 9 ize 


') a. a. O., Seite 529. 
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Tabelle 3. 


Cholinplatinchlorid. 

















1 2 
mit Sublimatfallung ohne Sublimatlésung ! in °/o von 2 
= g 
0,0398 0,0403 98.8 
0,2431 0.2400 101.3 
0.1518 0.1550 98.0 


absolut alkoholische LOsung von Cholinchlorid mit einer tiber- 
schiissigen absolut alkoholischen Losung von Platinchlorid ver- 
setzte, den Niederschlag nach 24 Stunden abfiltrierte und mit 
absolutem Alkohol auswusch; das Filtrat wurde mit Schwefel- 
wasserstoff behandelt und das neue Filtrat zur Trockene ein- 
gedampft. Der erhaltene, auBerst geringfiigige HKtickstand gab 
eine kaum bemerkbare Triibung mit Phosphorwolframsiiure und 
mit Jodjodkalium. Eine Kontrolle durch Wigung des Cholin- 
platinchlorids ist von Gulewitsch nicht ausgefiihrt worden. 
Ich habe mich von der volligen Fillbarkeit nicht tiberzeugen 
kOnnen, als ich die Menge des ausgefallenen Platinsalzes durch 
\iigung bestimmte. In keinem Versuche gelang es mir, die in 
den Versuch eingefiihrte Menge von reinem Cholinplatinchlorid 
nach Zersetzung mit Schwefelwasserstoff als Cholinplatinchlorid 
quantitativ wieder zu erhalten. Siehe Tabelle 4 auf Seite 368. 

Man muf also beider Fallung von reinem Cholin 
als Cholinplatinchlorid in absolut alkoholischen L6o- 
sungen mit einem durchschnittlichen Verlust von 9 bis 
10°/o rechnen. Die Faéllung wird noch unvollstiindiger, wenn 
beimengungen vorhanden sind. Um eine ungefihre Vorstellung 
zu gewinnen, bis zu welchem Grade kleine Mengen von Glycerin- 
phosphorséure, Glycerin, Baryumchlorid die Fallung beeintrach- 
tigen, habe ich von einer etwa 0,1—0,2°/oigen absolut alkoho- 
lischen L6sung von reinem Cholin (aus der reinen Cholinplatin- 
chloridverbindung gewonnen) 4 Teile zu je 25 ccm abgemessen 
und zwei davon (c u. d) mit etwas Glycerinphosphorsiure und 
baryumchlorid versetzt. 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol, Chemie. LV. 25 
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Tabelle 4. 


Cholinplatinehlorid. 











Eingefiihrt Wiedererhalten 
In g in g in °%o 
Q),2172 0.1941 89,36 
0.1439 0.1293 89,85 
0.2526 0.2120 91,14 
0.3878 0.3939 91,30 
0.2572 0.2191 | 92 37 
0.2437 | 0.2252 92 4 *) 


| 


Nach dem Filtrieren wurden sie ebenso wie die beiden 
anderen (a u. b), welche keinen Zusatz erhalten hatten, ein- 
geengt und mit Sublimat gefiillt. Die weitere Behandlung war 
die tibliche, sodaB das Cholin als Cholinplatinchlorid zur Wagung 
kam. Es wurden erhalten aus 

a und b 01049 g und 0,1050 g 
e » d0O,1024> » 01016 » 

In einem weiteren Versuch wurden von drei gleichen 
Teilen zwei (bu. ¢) mit kleiner Menge von Glycerinphosphor- 
siiure, Glycerin und Baryumchlorid versetzt, wahrend die dritte (a 
keinen Zusatz erhielt. Es wurden gewonnen aus 

a O,0592 g 


b und e 0.03870 » und 0,0379 g. 


Der durch die Beimengungen bedingte Verlust 


betrug also ungefahr 3—4°/o. 


Um nach diesen Feststellungen die von mir erhaltenen 
Resultate richtig beurteilen zu kénnen, wird man zuniichst den 
im Riickstand (nach Kochen mit methylalkoholischem Bary! 
und Filtration) gefundenen Stickstoff als nicht dem «Lecithin 


') Fiir diese Bestimmung war der absolute Alkohol kurz vor dem 
Gebrauch noch einer Behandlung mit Baryumoxyd unterzogen worden, 


um ihn vOllig wasserfrei zu machen. 
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welches ja nur Cholinstickstoff enthalten soll, zugehérig in Abzug 
bringen mitissen. Da er 8,5°/o (Tabelle 2) im Durchschnitt be- 
‘rigt, so reduziert sich die in 5 cem enthaltene fiir uns in 
Betracht kommende Stickstoffmenge auf 12.94 mg. Zu diesem 
Wert stimmt auch der gefundene Phosphorwert (28,89 mg), 
insofern als nun beide genau im Verhiiltnis 1: 1 stehen, wie 
es fiir das Lecithin verlangt wird. 

Fiir die weitere berechnung kommt nicht der Wert 12,94, 
sondern die im Filtrat gefundene Sticksto{imenge in Betracht. 
Sie betriigt im Mittel 12.67 mg (Tabelle 2), ist also etwas kleiner 
und zwar deshalb, weil ja kleine Mengen Cholinstickstolf bei 
der Spaltung in fliichtigen Zersetzungsprodukten in Verlust ge- 
raten sind. 12,67 mg N entsprechen 0,2784 g Cholinplatinchlorid. 
(Gefunden wurden im Mittel (es kommen hicr die Versuche 3, 
¢ und 12—15 der Tabelle 1 in Betracht) 0,2407 g, also 86,4°/o. 
Nas Defizit betriigt also 13,6°%/o. Es ist vollkommen befriedigend 
erkliirt dureh den von mir festgestellten Verlust bei der Fiillung 
yon Cholin mit Platinchlorid, welcher in reiner Cholinl6sung 
Q 10/9 betriigt, in nicht ganz reiner etwas grOfer ist. 

Aus den Resultaten ergibt sich also, dab in dem 
von mir benutzten Phosphatid aller Stickstoff (mit Aus- 
hahme von 8,5°/o) als Cholinstickstoff vorhanden war. 
Die Ergebnisse von Moruzzi lassen sich nicht diskutieren und 
mit den meinigen vergleichen, da bei seinem Versuch 1 mit 
dem als reines Lecithin (P : N = 1: 1) anzusprechenden Prii- 
purat eine Phosphorwolframsiiurefiillung eingeschaltet wurde 
und fiir die Versuche 3, 4 und 5 ein in bezug auf sein Phosphor- 
stickstoffverhiltnis nicht analysiertes Phosphatid zur Anwendung 
kam. Jedenfalls ist die grofBe Ausbeute an reinem Cholin bei 
seinen Hydrolysen mit Schwefelsiure bemerkenswert. 

Um so auffallender erscheint die geringe Menge von Cholin, 
welche Erlandsen!') bei der Spaltung eines reinen Lecithins 
aus Herzmuskel mit Barytwasser erhielt. Sie betrug nur 42°/o. 
Die noch geringeren Werte (25°/o), welche Heffter?) bei der 


') Diese Zeitschrift, Bd. LI, S. 113. 
*) Arch. f. exp. Pathol. u. Pharm., Bd. XXVIII, S. 100. 
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Hydrolyse mit Barytwasser gewann, finden vielleicht dadurch 
ihre Erkliirung, dafi hier ein Phosphatidgemenge (aus Leber) 
benutzt wurde. 

Ich bin jetzt damit beschiftigt, reine Lecithine und andere 
Phosphatide auf die aus ihnen zu gewinnenden Mengen Cholin 
zu prifen. 

Die Kosten dieser Untersuchung wurden von dem Car- 


negie Trust bezahlt. 
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Die Herstellung von Mischge- 


Kin Versuch zur allgemeinen 


\nfertigung und Gebrauch 


Konigsberg): Klinische 


Das erste Heft wird von jeder Buchhandlung 


zur Ansicht vorgelegt. 























Die 
»Leit{cbhrift fir biologifcbe Cecbnik 
und Mecthodik“ 


wird in zwanglosen Heften erscheinen, die zu Banden von 
etwa 30 Druckbogen Text vereinigt werden. Der Preis 
des Bandes wird -# 15.— betragen. Der Inhalt soll sich 
oliedern in: 

|. Kurze Originalartikel (in deutscher Sprache, nétigen- 

falls ins Deutsche tibersetzt). 

I. Mittellungen aus Laboratorien und Instituten tiber 
die dort iibliche Arbeits- und Lehrpraxis. (Niiheres 
dartiber sieche unten. 

lll. Notizen aus der Industrie. 

[\. Sammelreferate. 
\. Referate: a) aus den biologischen Wissenschaften; 
b); aus den Nachbargebieten, besonders 
der Physik, Chemie und physikalischen 
Chemie. 


Bei der Griindung der Zeitschrift sind folgende Er 


wiigungen mabgebend gewesen: 


Die Biologie im weiteren Sinne, d. h. die Gesamtheit 
aller Wissenschaften, die sich mit der Erforschung des Le- 
benden, seiner Funktionen und seiner Produkte beschaftigen, 
arbeitet vielfach mit einer sehr ausgebildeten Technik und 
Methodik, die teils den Nachbarwissenschaften entlehnt wird, 
besonders der Physik und Chemie, teils ihre eigenen Wege 
geht. Sehr oft ist hier der witssenschaftliche Fortschritt an 
di Ausarbettung neucr Methoden gekniipft. 

l‘iir den Forscher ist die Kenntnis der technischen und 
methodischen Errungenschaften von gréter Wichtigkeit. |c 
besser er dartiber orientiert ist, desto leichter wird er 
jedesmal den zweckm&bigsten Weg finden. 

Hier macht sich aber unangenehm der Umstand geltend, 
dati das Methodische etner btologischen Arbett nur selten 











gesondert mitgeteil wird. Gewohnlich ist es beschrieben in 
einem Kapitel der betreffenden Publikation und wird hier, 
da weder der Titel noch die Zusammenfassung darauf Bezueg 
nehmen, nur von demjenigen gelesen, der sich fiir die be- 
handelte wissenschaftliche Frage besonders interessiert, 
wdhrend es, in besser zu tibersechender Weise dargeboten, 
auch aut anderen Gebieten Nutzen stiften kénnte. 

Ferner enthalten die Arbeiten der Nachbarwitssenscha/len 
oft technische Dinge, die dem biologischen Arbeiter von 
grobem Vorteil waren, wenn sie zu seiner Kenntnis kiimen. 
Aber er ist so sehr belastet mit der Literatur seines eigenen 
Faches, dab er die angrenzenden Gebiete nur aus Referaten 
kennen lernen kann. Und in diesen ist das Technische gar 
nicht oder nur sehr oberflachlich behandelt. 

kine grope Menge technischer und methodischer Kennt- 
nisse und Fertigketten wird tiberhaupt nicmals publizteri, 
sondern verbirgt sich, nur Wenigen bekannt, in Laboratorien 
und Hoérsélen. Wohl jede Arbeitsstiitte hat ihren eigenttim- 
lichen Geist, ihre besonderen Vorteile und Hilfen, deren 
Eigenart dem wissenschaftlichen Arbeiter erst dann zum 
Bewubtsein kommt, wenn er das ihm vertraute Laboratorium 
mit einem anderen vertauscht. Dazu gehéren z. B. die Tier- 
pflege, Einzelheiten der Operationstechnik u.a.m. Diese 
scheinbar unbedeutenden und doch so wichtigen Kenntnisse, 
auf denen das beruht, was man die ,,Schule“ nennt, pflanzen 
sich bis jetzt nur durch Tradition von Mund zu Mund fort. 
Konnte man sie der Allgemeinheit zugiinglich machen, so 
wire damit auch der Wissenschaft ein groBer Dienst geleistet. 

Der wissenschaftliche Arbeiter ist meistens auch aka 
demischer Lehrer oder wenigstens am akademischen Unter- 
richt beteiligt. Dze didaktischen Aufgaben haben eine be- 
sondere Art von Technik gesettigt, dice man Lehrpraxis 
nennen koénnte. Darin ist vielerlei inbegriffen: die Aus- 
fihrung anschaulicher Vorlesungsversuche, der Betrieb der 
praktischen Schiileriibungen u.a.m. Auch hiervon ist bis- 
her wenig publiziert worden. 

SchlieBlich macht wohl jeder gelegentlich kleine prak- 
lische Erfindungen, die unbekannt bleiben, weil sie zu einer 
Veréffentlichung in den wissenschaftlichen Zeitschriften der 
iblichen Art nicht geeignet sind. 

















Bei dieser Lage der Dinge 146t es sich wohl recht- 
fertigen, dab die grobe Anzahl der schon bestehenden bio. 
logischen Zeitschriften um eine neue vermehrt wird, die es 
sich zur Aufgabe macht, die Technik und Methodik in dem 
dargclegten Sinne in Originalartikeln, kurzen Notizen 
und Referaten zu berticksichtigen. Jz den Referaten sollen 
mur solche Arhetten besprochen werden, und swar von 
technischen und methodischen Gestchtspunkten ans, dite tn 
dtesevy. Hinsicht etwas Neues bteten. 

Hauptsachlich wird es sich dabei um die folgenden bio- 
logischen Spezialwissenschaften handeln: 

Physiologie der Tiere und der Pflanzen. 

Physiologische Chemie. Bakteriologie. Gdrungs- 

chemie. 

Pharmakologie. Experimentelle Pathologie. Serum- 

lehre. 

Experimentelle Psychologie. 

Experimentelle Morphologie. Entwicklungs- und 

Vererbungslehre. 

AuBerdem soll aus der Physik, physikalischen Chemie 
und Chemie das referiert werden, was den Biologen in tech- 
nischer und methodischer Hinsicht von Nutzen sein kénnte. 


Die Yerlagsbuchhandlung. Der Herausgeber. 


StraBburg i. E., Ende Marz 190s. 
§ 


} 


Bestellkarte liegt bei. 

















Uber das Verhalten einiger Polypeptide gegen das Plasma 
des Rinderblutes. 
Von 


Emil Abderhalden und James S. MecLester, Birmingham. 


(Aus dem chemischen Institut der Universitat Berlin.) 


(Der Redaktion zugegangen am 17. Mirz 1908.) 


Die folgenden Untersuchungen schliefen sich eng an die 
entsprechenden Versuche des einen von uns mit Oppler') an 
und sind mit dem Plasma desselben Blutes ausgefiihrt, das zur 
Verfolgung des Verhaltens der roten Blutkérperchen und Blut- 
plittchen gegen Polypeptide diente.?) Das Plasma war durch 
Zentrifugieren von ganz frischem, durch Zusatz von Ammonium- 
oxalat ungerinnbar gemachtem Rinderblut gewonnen worden. 
Nas Plasma wurde zunidchst durch Zentrifugieren von den roten 
und weifen Blutkérperchen befreit, dann abgehoben und nun 
<0 lange weiter zentrifugiert, bis keine Spur eines Bodensatzes 
mehr sichtbar war. Das auf diese Weise von allen Zellelementen 
sorgfaltig befreite Plasma wurde nur dann verwendet, wenn 
keine Spur Himoglobin nachweisbar war. Wiederholt war das 
Plasma hiimoglobinhaltig und konnte nicht zu unseren Ver- 
-uchen verwendet werden, denn es kam uns darauf an, zu 
verhiiten, daf aus den roten Blutkérperchen stammende Ele- 
mente bei diesen Versuchen vorhanden waren. Ebenso ver- 
zichteten wir auf die Beniitzung des Plasmas und des Blutes 
iberhaupt, wenn Gerinnungen eingetreten waren. Wir hoffen, 


1) Emil Abderhalden und Berthold Oppler, Uber das Ver- 
alten einiger Polypeptide gegen Blut-Plasma und -Serum vom Pferde, 
liese Zeitschrift, Bd. LIII, S. 294, 1907. 

2) Vgl. Emil Abderhalden und Wilfred H. Manwaring, Uber 
den Abbau einiger Polypeptide durch die roten Blutkérperchen und die 
Hlutplattchen des Rinderblutes, Diese Zeitschrift. Bd. LV, S. 377, 1908. 


26 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. LY. 
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alle Vorsichtsmabregeln gebraucht zu haben, um alle dem Plasma 
als solchem nicht zukommenden Elemente auszuschlieBen. Aj}- 
solut sicher kénnen wir nicht behaupten, dafi nicht doch einzelne 
weibe und rote Blutkérperchen und Blutplaéttchen zerfallen und 
zur Auflésung gekommen sind. Da jedoch in einzelnen Punkten 
die genannten Elemente und das Plasma sich ganz verschiedey, 
gegen bestimmte Polypeptide verhalten haben, sind wir wohl 
berechtigt, anzunehmen, dafh die am Plasma gemachten be- 
obachtungen auf dieses selbst und nicht auf zufiillige Beimengunge, 
zurickzufiihren sind. Wir heben diese Schwierigkeiten absichtlich, 
deutlich hervor, um zu zeigen, wie vorsichtig die Beurteilung 
derartiger Versuche vorgenommen werden muf. Es sind noch 
sehr viele Untersuchungen nach dieser Richtung mit verschie- 
denen Blutarten und unter verschiedenen Bedingungen erforder- 
lich, ehe ein bestimmtes abschlieBendes Urteil tiber den Wert 
dieser Beobachtungen moglich sein wird. Wir teilen aus diesem 
Grunde vorliufig nur die gefundenen Tatsachen mit. 

Der Gang der Untersuchung war in den Grundziigen genau 
derselbe, wie er in der erwéihnten Arbeit!) geschildert worden 
ist. Die zu den Versuchen bestimmten Polypeptide wurden in 
einer abgemessenen Menge Plasma gelost und nach Zusatz 
von Toluol die Liésung 4 Tage bei 37° aufbewahrt. Die Ent- 
fernung des Eiweifbes nahmen wir durch Kochen mit Tierkohle 
oder durch Schiitteln mit Kaolin vor.?) Das eiweibfreie Filtrat 
wurde unter vermindertem Druck bei 40° des Wasserbades 
zur Trockene verdampft. Den Riickstand veresterten wir in 
gewohnter Weise und mit den iiblichen Vorsichtsmafregeln. 
Die Ester wurden mit der auf den Chlorgehalt berechneten 
Menge Natriumalkoholat in Freiheit gesetzt und dann bis 100)" 
des Wasserbades bei einem Druck von 10—12 mm destilliert. 
Das Destillat wurde unter sehr guter Kiihlung aufgefangen und 
sofort unter Zusatz von wiisseriger Salzsiure in einer gewo- 
genen Schale zur Trockene verdampft. Der Riickstand wurde 
iiber Kalk und Schwefelsaéure getrocknet und dann gewogeun. 


*)..4-#. 
?) Pp, Rona und L. Michaelis, Weitere Beitrage zur Methodis 
der Enteiweifung, Biochem. Zeitschrift, Bd. V, S. 365, 1907. 



































Uber das Verhalten einiger Polypeptide usw. 373 
War Glykokoll zu erwarten, so wurden die salzsauren Amino- 
siuren mit Alkohol iibergossen und gasfOrmige, trockene Salz- 
siiure eingeleitet. Durch Impfen eines Krystallchens von Gly- 
kokollesterchlorhydrat und Abkiihlen wurde dann das Glykokoll 
als salzsaurer Ester zur Abscheidung gebracht. Die Mutterlauge 
der Abscheidung dampften wir wieder mit wiisseriger Salzsiure 
zur Trockene ein, bestimmten das Gewicht des Ritickstandes 
und stellten sein spezifisches Drehungsvermégen fest. Dieser 
Gang der Untersuchung des Destillates wurde bei der Ver- 
wendung von Glycyl-dl-alanin und dl-Alanyl-glycin befolgt. Hier 
handelte es sich um den Nachweis von Glykokoll und d-Alanin. 
bei Verwendung von Diglyeyl-glycin und von Glycyl-l-tyrosin 
kam im Destillat nur Glykokoll in Betracht. Das |-Tyrosin 
suchten wir bei Anwendung von Glycyl-l-tyrosin durch direkte 
Krystallisation aus der enteiweibten Fliissigkeit zu gewinnen. 

In allen Fiéillen wurde der Destillationsriickstand in Al- 
kohol gelést und der Dipeptidester in das entsprechende An- 
hydrid tibergefiihrt. Zur Identifizierung diente der Schmelz- 
punkt, die Feststellung, daB ein Anhydrid vorlag (kein Kupfersalz 
beim Kochen der wiisserigen Losung mit frisch gefilltem Kupfer- 
oxyd),und endlich priften wir bei Anwendung von Glycyl-dl-alanin 
und dl-Alanyl-glycin das optische Verhalten des isolierten An- 
hvdrids. Wir heben nochmals hervor, dafi die racemischen 
Polypeptide fiir alle derartigen Versuche von groftem Werte 
sind, indem sie gestatten, sofort festzustellen, ob das erhaltene 
Kesultat — angenommen, es sei eine Hydrolyse beobachtet 
worden — auf eine fermentative Spaltung zuriickgefihrt werden 
darf oder aber der angewandten Methode zur Last fiillt. Ist 
die Spaltung asymmetrisch verlaufen, dann ist bewiesen, dab 
ein Fermentprozei vorliegt, sind dagegen die Spaltprodukte 
inaktiv, dann liegt der Einwand nahe, dafi Fehler bei der Durch- 
‘lihrung der Methode vorgekommen sind. 

Aus den unten mitgeteilten Beobachtungen ergibt sich, 
dab das Plasma des untersuchten Rinderblutes Glyeyl-l-tyrosin 
zum Teil gar nicht gespalten hat, zum Teil in geringfiigiger 
Weise. Eine umfangreichere Spaltung fand in keinem Falle 
statt. Es ist dieses Resultat deshalb von Interesse, weil die 


D(\* 
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roten Blutkérperchen derselben Blutportion Glycyl-l-tyrosin rasch 
und in grofem Umfange spalteten. Auch ha&moglobinhaltiges 
Plasma zeigte eine deutliche Hydrolyse von Glycyl-l-tyrosin, 
Glycyl-dl-alanin und dl-Alanyl-glycin wurden gespalten 
und ebenso Diglyeyl-glycin. Das erstere Dipeptid wurde 
allerdings stets in nur geringer Menge hydrolvysiert, wiihrend 
bei dl-Alanyl-glycin und Diglyeyl-glycin die Spaltung eine rech 
betrichtliche war. Dieses Resultat stimmt mit den beim Plasma 
des Pferdeblutes gemachten Beobachtungen gut tiberein, nur 
wurde bei diesem Glycyl-dl-alanin zum Teil tiberhaupt nicht 
in nachweisbarer Menge angegriffen. 
Experimenteller Teil. 

Serie I. 

1. Glycyl-l-tyrosin: 1 g in 25 cem Plasma gelost, nach 
Zusatz von Toluol 4 Tage im Brutraum aufbewahrt. Die Losung 
zeigte einen ziemlich betriichtlichen Bodensatz, dessen Unter- 
suchung ergab, dai Eiweif vorlag. Tyrosin war nicht zur 
Ausscheidung gelangt. Es gliickte nicht, |-Tyrosin aus der ent- 
eiweibten Fliissigkeit durch Krystallisation zu erhalten. Auch 
Glykokoll konnte nicht als Esterchlorhydrat nachgewiesen werden. 
Wie das aus dem bei der Destillation verbleibenden Riickstand 
gewonnene Glycyl-l-tyrosinanhydrid ergab, war eine irgendwie 
betriichtliche Spaltung des Glycyl-l-tyrosins nicht erfolgt. Es 
wurden 0,7 g reines Glycyl-l-tyrosinanhydrid erhalten. 

2. dl-Alanyl-glycin: 2 g in 25 ccm Plasma gelost. 4 Tage 
im Brutraum aufbewahrt unter Zusatz von Toluol. 

Isoliert: 0,21 g Glykokollesterchlorhydrat (F. 144° [korr.}) 





0,20 g d-Alanin (ja], des salzsauren Salzes -- 8,0°), 0,40 g Glycyl- 


l-alaninanhydrid ({a}, = -!. 4,5° in wasseriger Losung; F. 240°), 
0,75 g Anhydrid vom F. 235°, optisch fast inaktiv, nicht ganz rein. 

3. Glyevl-dl-alanin: 2 g in 25 ccm Plasma geldst. Nach 
i tiigigem Stehen bei 37° verarbeitet. Gewonnen 0,12 Gly- 
kokollesterchlorhydrat (F. 144° [korr.]) und 0,10 g d-Alanin 


ay 


/ ‘ . 20) -_ 
(das salzsaure Salz zeigte [a], = -+ 7,5°). Aus dem De- 


stillationsriickstand wurden erhalten 0,3 g Glycyl-l-alaninan- 
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; 7 20" ! ‘ ° oe . ee 
hydrid: [a] ,, = -> 3,2° in wasseriger Losung und ferner 
3 Fraktionen von zusammen 1,0 g Anhydrid vom F. = 240°. 


Alle drei Fraktionen waren optisch inaktiv. 

i. Diglyeyl-glycin: 2 g¢ in 25 cem Plasma gelist. 4 Tage 
im Brutraum aufbewahrt. Isoliert 1,0 g Glykokollesterchlor- 
hydrat (F. 144° korr.) und 0,50 g Glycinanhydrid (F. unter Zer- 
setzung gegen 305° [korr.]). 


Serie II. 


Alle Polypeptide wurden in je 25 ccm Plasma gelést und 
yerblieben 4 Tage im Brutraum. 

1. Glyeyl-l-tyrosin: Angewandt 1 g. Kein Tyrosin iso- 
liert und nur Spuren von Glykokollesterchlorhydrat. 0,58 g 
Glyeyl-l-tyrosinanhydrid. 

2. dl-Alanyl-glycin: Angewandt 2 g. Isoliert: 0,42 g 
Glykokollesterchlorhydrat (F. 144° [korr.|), 0,30 g d-Alanin 
des salzsauren Salzes = + 9,8°). Aus dem Destillations- 


(jal 
riickstand gewannen wir 0,25 g Glycyl-l-alaninanhydrid. Es 
zeigte in wisseriger Loésung [a], = +- 3,5°. Eine zweite 
Kraktion von 0,15 g drehte + 2,5° und eine dritte 0,25 g 
wiegende Fraktion war optisch inaktiv. 

3. Glycyl-dl-alanin: Verwendet 2 g. Isoliert: 0,15 g 
Glykokollesterchlorhydrat und 0,10 g d-Alanin. Letzteres war sehr 
unrein und zeigte als salzsaures Salz nur [al = + 60°. 
Qptisch aktives Anhydrid konnte in reinem Zustand nicht ge- 
wonnen werden. Die Gesamtausbeute an Anhydrid betrug 1,2 g. 
F. 240°, 

+. Diglycyl-glycin: Angewandt 2 g. Isohiert: 0,68 g Gly- 
kokollesterchlorhydrat. F. 140° (korr.). Aus dem Destillations- 
riickstand erhielten wir 0,70 g reines Glycinanhydrid (Zersetz- 
ungspunkt 305° (korr.). 


Serie III. 


Alle Proben verblieben 4 
1. Glycyl-l-tyrosin: 1 g angewandt und in 25 ccm 
g 1-Tyrosin und 0,08 g Glykokoll- 


Tage im Brutraum. 


Plasma gelést. Isoliert: 0,05 
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esterchlorhydrat. F. 144° (korr.) An Anhydrid wurden zuriick- 
gewonnen 0,65 g. 

2. Glycyl-l-tyrosin: 1g verwendet und in 25 ccm Plasma 
gelost. 0,06 g |-Tyrosin isoliert und 0,075 g Glykokollesterchlor- 
hydrat (F. 144° {korr.]). Zurtickgewonnen 0,50 g Anhydrid. 

3. dl-Alanyl-glycin: 2 g in 25 ccm Plasma gelést. Iso- 
liert: 0,20 g Glykokollesterchlorhydrat (F. 144° {korr.|) und 0,15 g 
d-Alanin ({a],, des salzsauren Salzes = +- 10,0°). An Anhy- 
drid wurden 3 Fraktionen gewonnen. la], von Fraktion 1 
(0,20 g) = -!- 4,0°, von Fraktion 2 (0,15 g) = -+- 1,5° und von 
Fraktion 3 (0,5 g) = O°. 

4. dl-Alanyl-glycin: 2 g in 25 ccm Plasma geloést. 
Isoliert: 0,25 g Glykollesterchlorhydrat und 0,20 g d-Alanin. 
Drehung des salzsauren Salzes = + 9,0° Aus dem Destilla- 
tionsriickstand wurden 0,25 g Glycyl-l-alaninanhydrid von der 
spezifischen Drehung -}- 3,8° isoliert. Eine weitere Fraktion von 
0,8 g zeigte {a| = -++ 2,20 und eine dritte Fraktion (0,65 g) 


= 
war fast inaktiv. 

5. Glyecyl-dl-alanin: 2 g in 25 ccm Plasma gelost. Iso- 
liert: 0,08 g Glykokollesterchlorhydrat und 0,1 g salzsaures Alanin. 
Ks war etwas gefirbt. Seine Lésung drehte deutlich nach rechts, 
es war aber unmoglich, das Drehungsvermogen exakt zu _ be- 
stimmen. An Anhydrid wurden gewonnen 1,25 g. Nur die erste 
Fraktion (0,15 g) war optisch-aktiv. 

6. Glycyl-dl-alanin: 2 g in 25 ccm Plasma gelost. Iso- 
liert: 0,05 g Glykokollesterchlorhydrat (F. 144° [korr.]) und 
0,08 g salzsaures Alanin. Es drehte nach rechts. 0,10 g An- 
hydrid drehten in wisseriger Lésung nach rechts, die tibrigen 
1,2 g waren optisch inaktiv. | 

7. Diglyeyl-glycin: 2 g in 25 cem Plasma gelést. Iso- 
liert: 0,75 g Glykokollesterchlorhydrat und 0,52 g Glycinanhydrid. 

8. Diglycyl-glycin: 1 g in 15 ccm Plasma geldst. Iso- 
liert: 0,38 g Glykokollesterchlorhydrat und 0,20 g reines Glycin- 
anhydrid. 








Uber den Abbau einiger Polypeptide durch die roten Blut- 
korperchen und die Blutplattchen des Rinderblutes. 
Von 


Emil Abderhalden und Wilfred H. Manwaring, New York. 





(Aus dem chemischen Institut der Universitat Berlin.) 


(Der Redaktion zugegangen am 17. Miirz 1908.) 





In friiheren Arbeiten ist von dem einen von uns in Ge- 
meinschaft mit Deetjen!) nachgewiesen worden, dafi die roten 
Blutkérperchen und die Blutplaéttchen des Pferdeblutes un- 
zweifelhaft Fermente enthalten, die manche Polypeptide und 
vor allem Glycyl-l-tyrosin energisch spalten. Das Plasma des- 
selben Blutes zeigte unter gleichen Bedingungen keine Ein- 
wirkung auf Glycyl-l-tyrosin und manche andere Dipeptide, 
wohl aber zeigte sich eine Hydrolyse bei der Anwendung kom- 
plizierterer Polypeptide. Es war nun von Interesse festzustellen, 
ob wir in dieser Beobachtung einen allen Blutarten gemein- 
samen Befund vor uns haben, und vor allem interessierte uns 
die Frage, ob auch EiweiB als solches angegriffen wird, und ob 
das Blut in der genannten Beziehung sein Verhalten iindert, 
wenn dem Tiere, dem das Blut entnommen wird, vorher langere 
Zeit artfremdes Blut und tiberhaupt artfremde Stoffe, speziell 
Liweibstoffe, zugefiihrt worden sind. Auf diese letzteren Pro- 
bleme kénnen wir zurzeit eine abschliefiende Antwort nicht 
geben. Es fehlt uns vorlaufig noch die geniigende Erfahrung 
liber das Verhalten des Blutes und speziell des Plasmas unter 


') Emil Abderhalden und H. Deetjen, Uber den Abbau einiger 
Polypeptide durch die Blutkérperchen des Pferdes, Diese Zeitschrift, 
Bd. LI, S. 834, 1907, und Weitere Studien iiber den Abbau einiger Poly- 
veptide durch die roten Blutkérperchen und die Blutplattchen des Pferde- 
blutes, Ebenda, Bd. LIII, S. 280, 1907. 
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normalen Verhiltnissen. Die folgenden Beobachtungen sollen 
nach dieser Richtung eine Liicke ausfiillen. 

Die unten mitgeteilten Versuche sind genau so ausge- 
fiihrt, wie die von Deetjen und dem einen von uns mitgeteiltey. 
Die roten Blutkorperchen wurden auch hier durch Zentrifugierey 
und Waschen mit Kochsalzlésung vom Plasma befreit und 
schlieflich dreimal durch eine 25 cm hohe Watteschicht filtriert. 
Die filtrierten Blutkérperchen wurden dann noch dreimal mi 
0,9°/oiger Kochsalzlosung zentrifugiert. Die mikroskopische Un- 
tersuchung der nach der Wright-Romanowskischen Methode 
behandelten Priparate ergab, dafi Fibrin, Blutpliéttchen und 
polynucledre Leukocyten nicht vorhanden waren und nur ganz 
vereinzelte mononucleare Leukocyten. Die Blutplittchen ge- 
wannen wir durch fraktioniertes Zentrifugieren. 

Die Versuche ergaben: Die angewandten Polypeptide 
wurden von den roten Blutkoérperchen gespalten. Die Blut- 
plattchen bewirkten auch eine Hydrolyse, jedoch nicht in allen 
Fiillen. Die ungleichmabigen Resultate sind nach den Erfahrungen 
mit den Blutplattchen des Pferdeblutes héchst wahrscheinlich 
auf die grofe Empfindlichkeit der peptolytischen Fermente dieser 
Elemente zuriickzuftihren. Es war schwer, die Blutplattchen rein 
zu erhalten. Wir waren genotigt, sie oft zu zentrifugieren. [Es 
ist wohl médglich, daf sie durch all diese Manipulationen an 
Wirksamkeit eingebiibt haben. Wir setzen unsere Versuclie 
nach dieser Richtung fort. 


1. Versuche mit roten Blutkérperchen. 


Bei allen Versuchen wurden 10 ccm der Suspension von 
roten Blutkérperchen zu der Lésung einer gewogenen Menge 
des Polypeptids in Wasser hinzugefiigt. Das Gemisch verbliel) 
dann nach Zusatz von Toluol 5—7 Tage im Brutraum. Dic 





Verarbeitung auf die Spaltprodukte erfolgte in genau derselben 
Weise, wie es schon wiederholt geschildert worden ist. Zu! 
Entfernung des Eiweifes verdiinnten wir die Proben mit Wasser 
auf 250 ccm. War nicht alles gelést — z. B. bei Anwesenhei! 
von Tyrosin —, so wurde filtriert. Nun wurde die Fliissigke! 
mit 50 g Kaolin behandelt, dann abgenutscht und der Filter- 











Uber den Abbau einiger Polypeptide usw. aad 
riickstand mit 100 cem kochendem Wasser ausgewaschen. ks 
seniigte nunmehr ein kurzes Aufkochen mit Tierkohle, um noch 
die letzte Spur von EiweiB aus der Lésung zu entfernen. Wir 
erhielten nach dem Filtrieren eine vollig eiweibfreie, absolut 
farblose Fliissigkeit, die sich ohne Schwierigkeiten unter ver- 
mindertem Druck eindampfen lieli. 

Da der weitere Gang der Untersuchung schon wiederhoit 
ausfihrlich geschildert worden ist, begniigen wir uns mit der 
summarischen Mitteilung der Resultate. 


serie I. 
1. dl-Alanyl-glycin: 2 g + 10 ccm Wasser und 10 cem 


rote Blutkérperchen. 5 Tage im Bbrutraum. 
Isoliert: 0,65 g Glykokollesterchlorhydrat (F. 144°); 0,30 g 


; 200 ~ 
salzsaures d-Alanin: [aly = ++ 9,29; 0,15 g Alanyl-glycin- 
anhydrid: [a]}, = -+ 3,8° in Wasser gelist. Aus der Mutter- 


lauge wurden noch 0,1 g Anhydrid gewonnen. 

2. Glycyl-dl-alanin: 2 g + 10 ccm Wasser -+ 10 cem 
rote Blutk6rperchen. 5 Tage im Brutraum. 

Isoliert: 0,20 g Glykokollesterchlorhydrat (F. 144°) und 


21) 0 


0,15 g salzsaures d-Alanin: ja], = -}+ 8,5°. An Anhydriden 


wurden erhalten 0,24 g: [al — + 4,2°, ferner 0,10: [al — 
~- 1,0° in Wasser gelost, der Rest, 0,5 g, war optisch inaktiv. 

3. Glycyl-l-tyrosin: 1g-+ 10 ccm rote Blutkérperchen 
~~ 10 ccm Wasser. 5 Tage im Brutraum. 

Isohiert: 0,20 g l-Tyrosin (F. 305°); 0,20 g Glykokollester- 
chlorhydrat (F. 144°). Anhydrid konnte in reinem Zustande 
nicht isoliert werden. 

t. Diglycyl-glycin: 2 g -!- 10 ccm Wasser + 10 ccm 
rote blutkérperchen. 5 Tage im Brutraum. 

Isoliert: 1,0 g Glykokollesterchlorhydrat (F. 144°) und 
0.20 g reines Glycinanhydrid. 


Serie II. 


1. dl-Alanyl-glycin: 2 g + 10 ccm Wasser + 10 ccm 
tote blutkérperchen. 6 Tage im Brutraum. 
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Isoliert: 0,75 g Glykokollesterchlorhydrat (F. 144°) +- 0,20 g 
salzsaures d-Alanin: lal, = + 9,8°. Aus dem Destillations- 
riickstand gewannen wir 0,64 g Anhydrid, davon zeigten 0,20 ¢ 
a))) = -+ 4,1°, der Rest war optisch inaktiv. 


2. Glycyl-dl-alanin: 2 g ++ 10 ccm Wasser + 10 cem 


—_es 


rote BlutkOrperchen. 6 Tage im Brutraum. 

[soliert: 0.381 g Glykokollesterchlorhydrat (F. 144°) und 
0,10 g salzsaures d-Alanin: [a]*)’ = -+ 8,1°; 0,12 g Alanyl- 
glycinanhydrid: [a};)) = ++ 3,7° in Wasser gelist, ferner 0,45 g 
inaktives Anhydrid. 

3. Diglycyl-glycin: 2g -- 10 ccm Wasser -!- 10 cem rote 
Blutkérperchen. 6 Tage im Brutraum. 

Isoliert: 1,75 g Glykokollesterchlorhydrat (F. 144°) und 
0,1 g reines Glycinanhydrid. 


Serie III. 


1. dl-Alanyl-glycin: 2 g-++-10ccm Wasser +- 10ccm rote 
Blutkérperchen. 6 Tage im Brutraum. 

Isoliert: 0,45 g Glykokollesterchlorhydrat (F. 144°) und 
0,25 g salzsaures d-Alanin: [al = + 9,0° Ferner 0,15 g 
Anhydrid: Cl dy = -+- 4,8° und 0,15 g inaktives Anhydrid. 

2. Glyeyl-dl-alanin: 2 g + 10 ccm Wasser + 10 ccm 
rote Blutkérperchen. 6 Tage im Brutraum. 

Isoliert: 0,25 g Glykokollesterchlorhydrat (F. 144°) und 
0,15 g salzsaures d-Alanin: la} = -+ 8,5°. An Anhydriden 
wurden 0,88 g erhalten, davon waren 0,15 g optisch aktiv. 

3. Glyeyl-l-tyrosin: 1g —+- 10 ccm Wasser +- 10 ecm 
rote Blutkérperchen. 6 Tage im brutraum. | 

Isoliert: 0,27 g l-Tyrosin, 0,15 g Glykokollesterchlorhydrat 
(fF. 144°). Reines Anhydrid konnte nicht isoliert werden. 

4. Diglyeyl-glycin: 2 g-- 10 ccm Wasser +- 10 ccm 
rote Blutkérperchen. 6 Tage im Brutraum. 

Isoliert: 1,25 g Glykokollesterchlorhydrat (F. 144°) und 
0,22 g reines Glycinanhydrid. 
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Serie IV. 


1. dl-Alanyl-glycin: 2 g + 10 ccm Wasser + 10 cem 
rote Blutkérperchen. 3 Tage im Brutraum. 
Isoliert: 0,56 g Glykokollesterchlorhydrat (F. 144°), 0.30 ¢ 


. 200 
salzsaures d-Alanin: [a], = -+ 8,5° und 0,25 g Anhydrid: 
(9 ‘ . se . ee - 
a, = = -|. 3,8° in wisseriger Lésung. Ferner 0,25 g inaktives 
Anhydrid. 


2. dl-Alanyl-glycin: 2 g + 10 ccm Wasser -- 10 ccm 
rote Blutkérperchen. 4 Tage im Brutraum. 
Isoliert: 0,50 g Glykokollesterchlorhydrat (F. 144°), 0,30 g 


salzsaures d-Alanin: [a] = -+- 9,8° und 0,18 g Anhydrid: 
qj, = = -++ 3,9° in Wasser gelést. Ferner 0,30 g inaktives 
Anhydrid. 


3. Glycyl-dl-alanin: 2 g-+- 10ccm Wasser und 10 cem 
rote Blutkérperchen. 3 Tage im Brutraum. 

Isoliert : 0,25 g Ghyhokoroatenatanrty are (F. 144°), 0,15 ¢ 
salzsaures d-Alanin: a} = + 87°. Ferner 0,98 g Anleydeid, 
davon 0,25 g optisch aktiv. 

4. Glycyl-dl-alanin: 2 g + 10 cem Wasser +- 10 cem 
rote Blutkérperchen. 4 Tage im Brutraum. 

Isoliert: 0,26 g Glykokollesterchlorhydrat (F. 144°), 0,18 g 
salzsaures d-Alanin: [al = -- 7,5°, aktives Anhydrid 0,20 g: 
[y= = + 4,8° und 0,86 g inaktives Anhydrid. 

5. Glyeyl-l-tyrosin: 1 g + 10 ccm Wasser + 10 cem 
rote Blutkérperchen. 2 Tage im Brutraum. 

Isoliert: 0,35 g |-Tyrosin und 0,5 g Glykokollesterchlor- 
hydrat (F. 144°) und 0,15 g Anhydrid. 

6. Glycyl-l-tyrosin: 1 g++ 10ccm Wasser und 10 ccm 
rote Blutkérperchen. 3 Tage im Brutraum. 

Isoliert: 0,40 g l-Tyrosin und 0,62 g Glykokollesterchlor- 
hvdrat (F. 144°). Ferner 0,1 g Anhydrid (nicht ganz rein). 

7. Glycyl-l-tyrosin: 1 g -+- 20 ccm Wasser ++ 10 ccm 


, 


slutkérperchen. 4 Tage im Brutraum. 
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Isoliert: 0,45 g l-Tyrosin und 0,55 g Glykokollesterchlor- 
hydrat (F. 144°. Anhydrid konnte nicht isoliert werden. 


2. Versuche mit Blutplattchen. 

Zu den folgenden Versuchen wurden je 0,1—2 ccm der 
Blutpliittchensuspension verwendet. Stets wurde eine geringe 
Menge Plasma zugefiigt. 

Serie [. 

1. dl-Alanyl-glycin: 2g + 10 ccm Wasser + 2 ccm 
Blutpliittchensuspension. 7 Tage im Brutraum. 

Isoliert: Keine Aminosduren, nur ungespaltenes Dipeptid 
als inaktives Anhydrid. 

2. Glycyl-dl-alanin: 2 g + 10 ccm Wasser +- 0,1 ccm 
Blutplittchensuspension. Auch hier war nach 7 Tagen eine 
Spaltung nicht nachweisbar. 

3. Glyeyl-l-tyrosin: 1 g + 10 ccm Wasser +- 2 ccm 
Blutplaittchensuspension. 7 Tage im Brutraum. Hier war auch 
keine Hydrolyse erfolgt. 

4. Diglycyl-glycin: 2 g + 10 ccm Wasser -+- 2 ccm 
Blutplattchensuspension. 7 Tage im brutraum. 

Isoliert: 1,0g Glykokollesterchlorhydrat (F. 144°) und 0,30 ¢ 
Glycinanhydrid. 

Serie I. 

Analoge Versuche mit Glycyl-l-tyrosin ergaben hier 

ein negatives Resultat. 
serie III. 

Glyecyl-l-tyrosin war auch hier nur spurenweise ge- 

spalten worden. 


Serie IV. 
2g Diglycyl-glycin + 10 cem Wasser -+- 0,25 cem Blut- 


= 


plattchensuspension. 
Isoliert nach 5 Tagen 0,75 g Glykokollesterchlorhydrat 
(F. 144°) und 0.30 g Glycinanhydrid. 


Serie V. 
1. dl-Alanyl-glycin: 2 g + 10 ccm Wasser -+- 0,8 ccm 
Blutplattchensuspension. 6 Tage im Brutraum. 
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Isoliert: 0,55 g Glykokollesterchlorhydrat (F. 144°), 0,30 g 
-alzsaures d-Alanin: {al} = -}+ 9,8°. Ferner 0,20 g Anhydrid: 


lal — + 4,2° in wasseriger Losung, ferner 0,15 g inaktives 


Anhydrid. 

2. Glyeyl-dl-alanin: 2 g -+ 10 ccm Wasser -++ 2 cem 
Klutplattchensuspension. 

Isoliert : 0,11 g salzsaure Aminosiiuren (Glykokoll -+- Alanin). 
Das Gemisch drehte -+ 4,8°. Glykokoll wurde qualitativ als 
Esterchlorhydrat nachgewiesen. 1,38 g Anhydrid. 

Serie VI. 

Diglyeyl-glycin: 2 g-+- 10 ccm Wasser +- 2 cem Oxalat- 
plasma ohne Blutplattchen. 

lsoliert nach 5tagigem Stehen im Brutraum 0,50 g Glykokoll- 
esterchlorhydrat und 0,40 g Anhydrid. 








Uber den Abbau von 2,5-Diketopiperazinen im Organismus 
des Kaninchens. 


Von 


Emil Abderhalden. 


(Aus dem chemischen Institut der Universitat Berlin. 


(Der Redaktion zugegangen am 17. Marz 1908.) 


In einer gemeinschaftlich mit Yutaka Teruuchi!) aus- 
eefiihrten Untersuchung ist gezeigt worden, dafi der Stickstol! 
von Glycinanhydrid und dl-Alaninanhydrid beim Hunde nach 
Zutiihrung dieser 2,5-Diketopiperazine per os als Harnstoff im 
Urin wiedererscheint, wenigstens stiegen die Harnstoffzahlen 
entsprechend der in Form der genannten Anhydride verab- 
reichten Stickstoffmenge an. Unentschieden blieb, in welcher 
Weise diese Anhydride abgebaut worden waren. Am_ wahi- 
scheinlichsten ersehien die Annahme, dab die Diketopiperazine 
zuniichst zu den entsprechenden Dipeptiden aufgespalten und 
diese dann weiter in die Komponenten — die Aminosiéuren — 
zerlegt worden sind, Diese Aufspaltung kOnnte schon unter der 
Kinwirkung des alkalischen Pankreas- und speziell Darmsattes 
vor sich gehen. Glycinanhydrid und Alaninanhydrid werden 
leicht durch Alkali aufgespalten. Direkte Versuche ergaben kein 
positives Resultat und auch Versuche, 2,5-Diketopiperazine mil 
Hilfe von Organextrakten aufzuspalten, fiihrten zu keinem 
sicheren Ergebnis. Wir versuchten, die Frage nach dem Abbau 
der 2,5-Diketopiperazine nun auf folgendem Wege zu entscheiden. 
Uberschwemmt man den tierischen Organismus mit Aminosiuren, 
dann wird ein Teil davon im Urin unveriindert ausgeschieden. Dies 


') Emil Abderhalden und Yutaka Teruuchi, Uber den Ab- 
hau einiger Aminosiuren und Peptide im Organismus des Hundes, Diese 
Zeitschrift, Bd. XLVI, S. 159. 1906. 
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tritt namentlich dann ein, wenn racemische Aminosiiuren verfiittert 
werden. Im Urin erscheint dann ein mehr oder weniger grober 
Teil der in der Natur nicht vorkommenden Komponente des 
Racemkorpers. Beim Kaninchen geniigen, wie es scheint, kleinere 
Mengen von racemischen Aminosiuren pro Kilogramm Korper- 
cewicht berechnet als beim Hunde. Verfiittert man einem Hunde 
yon etwa 4 kg Koérpergewicht 10 g dl-Alanin, dann findet man im 
Durehschnitt O—1 g l-Alanin im Urin. Bei Kaninchen von 1 kg 
Kérpergewicht fanden wir nach Verabreichung von 2,5 g dl-Alanin 
stets ]-Alanin im Urin und zwar 0,1—0,35 g. Wir bemerken 
zu diesen Zahlen, daB sie sich ausschlieBlich auf die analyse- 
reinen B-Naphthalinsulfoderivate der genannten Aminosiure be- 
ziehen. Die Ausbeute an Rohprodukten war stets viel grober. 
Unzweifelhaft kommen auch betrichtliche individuelle Schwan- 
kungen vor. Es bezieht sich das auch auf den Menschen. 
\Viihrend in dem einen Falle beim Gesunden schon nach Zu- 
fuhr von 10g dl-Alanin im Urin |-Alanin auftrat, konnte in 
anderen Fiillen selbst nach Eingabe von 15 g dl-Alanin héchstens 
andeutungsweise |-Alanin als B-Naphthalinsulfoderivat isoliert 
werden. Es sel hierzu erwihnt, dali nach gemeinschaftlich mit 
0. Gross (Greifswald) ausgefiihrten Untersuchungen der Alkap- 
tonuriker auf Zufuhr von Glykokoll und dl-Alanin nicht anders 
reagiert als das normale Individuum. Diese Beobachtungen 
schienen uns die MOglichkeit zu ergeben, festzustellen, ob beim 
Abbau der 2,5-Diketopiperazine Aminosiiuren entstehen. Ist 
dies der Fall, dann ist zu erwarten, dab z. B. nach Verfiitterung 
von dl-Alaninanhydrid |-Alanin im Urin auftritt. Die ersten 
Versuche fiihrten zu keiner Entscheidung. Sie wurden am Hunde 
ausgefiihrt. Ein 4500 g schwerer Hund erhielt mit Fleisch ver- 
mischt 10 g dl-Alaninanhydrid. Dasselbe Tier hatte wiederholt 
hach Eingabe von 10 g dl-Alanin 0,45 g I-Alanin im Urin aus- 
geschieden. Nach der Eingabe des genannten Anhydrids war 
eine Ausscheidung yon |-Alanin nicht zu beobachten. Zwar 
gab der Harn in der gewohnten Weise mit 6-Naphthalinsulfo- 
chlorid behandelt stets eine Reaktion, jedoch war die Menge des 
sebildeten Derivates so gering, daf eine sichere Identifizierung 
ganz unmdglich war. Ein Versuch mit 10g Glycinanhydrid 
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hatte keinen besseren Erfolg. Auch ein Versuch am Menschen 
hatte kein eindeutiges Ergebnis. Offenbar erfolgt die Resorption 
der schwer léslichen Anhydride sehr langsam, dazu kommt. 
dal, falls eine Aufspaltung zum entsprechenden Dipeptid erfolgt. 
dieses wieder in die Komponenten zerlegt werden miifte. So 
wiirden nur ganz allmiélich Aminosiuren entstehen und eine 
plitzliche Uberschwemmung, wie nach der Eingabe der Amino- 
siiuren selbst, wiire ausgeschlossen. 

Wir haben schlieBlich einige Versuche am Kaninchen aus- 
gefiihrt. Es ist uns gelungen, nach Einfithrung gréBerer Menger, 
von Glycinanhydrid Glykokoll im Urin nachzuweisen, ferner 
nach Zufiihrung von dl-Alaninanhydrid |-Alanin und nach Ein- 
gabe von dl-Serinanhydrid d-Serin. Es ist uns ferner im ersteren 
Kalle gegliickt neben Glykokoll Glycyl-glycin zu gewinnen und 
im zweiten Falle neben J-Alanin Alanyl-alanin wahrscheiniich 
zumachen. Es ist méglich, daB die beobachteten Dipeptide als 
Beweis dafiir aufzufassen sind, daf die verftitterten Anhydride 
zuniichst zu den entsprechenden Dipeptiden aufgespalten. und 
diese dann in die Aminosiuren zerlegt werden. Es darf jedoch 
nicht auber acht gelassen werden, dal der Urin des Kaninchens 
alkalisch reagiert und eine sekundére Spaltung von etwa mil 
dem Urin ausgeschiedenen Anhydriden nicht ausgeschlossen ist. 
Vor allem ist die Gefahr sehr grof, dah bei der Gewinnung 
der B-Naphthalinsufoderivate durch Schiitteln des alkalischen 
Harns mit B-Naphthalinsulfochlorid eine Aufspaltung von etwa 
vorhandenen Anhydriden auftritt. Wir haben uns durch einen 
Kontrollversuch iiberzeugt, daf durch die angewandte Methode 
eine Bildung von Dipeptiden aus Anhydriden bei Anwendung 
von Glycinanhydrid und Alaninanhydrid nicht ausgeschlossen ist. 
Leider reichte die Menge des isolierten Dipeptids nach Ver- 
fiitterung von dl-Alaninanhydrid nicht zu einer eindeutigen «)- 
tischen Untersuchung aus. Das Priparat drehte etwas nach 
rechts. Es war aber nicht vollig rein, wie die Analyse erga). 

Ist somit vorliiufig nicht sicher zu entscheiden, ob die 
isolierten Dipeptide bereits als solche zur Ausscheidung gelangten 
oder sekundiir aus ausgeschiedenem Anhydrid entstanden sind. 
so weist der Befund von Aminosauren doch mit groBer Wialir- 
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scheinlichkeit darauf hin, dab der Abbau der 2,5-Diketopiperazine 
iiber die entsprechenden Dipeptide erfolgt ist. Wir haben uns 
durch Kontrollversuche tiberzeugt, dai unter den angewandten 
Bedingungen dem Urin zugesetzte Anhydride und Dipeptide nicht 
in ihre Komponenten zerlegt werden. Gegen eine derartige 
sekundiire Entstehung der isolierten Aminosiiuren spricht auch 
ohne weiteres der Umstand, da® das isolierte Alanin und Serip 


optisch aktiv waren, und zwar handelte es sich in beiden Fiillen 
um die in der Natur nicht vorkommende Komponente, d. h. 
um |-Alanin und d-Serin. Wir wollen noch die Moéglichkeit 
in Erwigung ziehen, dafi der tierische Organismus unter Um- 
stiinden durch Anhydridbildung aus einem Dipeptid und Aufspal- 
tung des gebildeten 2,5-Diketopiperazins eine Anderung in der 
Struktur eines bestimmten Dipeptids herbeifiihren kénnte, ohne 
einen totalen Abbau bis zu den Aminosiiuren zu bewirken. 
So kénnte er z. B. aus Glycyl-alanin Glycyl-alaninanhydrid bilden 
und durch dessen Aufspaltung zu Alanyl-glycin gelangen. 


_ (Aufspaltung 





NH, + CH, - CO- NH - CH/CH,) - COOH Ps ig GO 
NH / NH *---> 
Givevl-alanin. * 
7s CO-CH- CH, 





polly CO 
CH, - CH(NH,) - CO - NH- CH, - COOH -— Ta 





Alanyl-glycin. “SCO: CH: CH, 


(Aufspaltung)  Glycyl-alaninanhydrid. 


Wir setzen unsere Untersuchungen fort und hoffen durch 
Verwendung von gemischten Anhydriden einen exakteren Kin- 
blick in derartige Beziehungen zu erhalten. 

Zu den Versuchen ist zu bemerken, dafi die ganze Menge 
der Anhydride mdglichst auf einmal verabreicht wurde. ks 
war stets mit Schwierigkeiten verkniipft, die Produkte zur 
freiwilligen Aufnahme zu bringen. Wir kneteten sie zum 
Teil mit Brot zusammen, formten kleine Kugeln und fiihrten 
diese per os ein, zum Teil schwemmten wir die Anhydride in 
Wasser auf und gossen dann das Gemisch dureh eine Schlund- 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. LY. 27 
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sonde ein. Am raschesten kamen wir schlieBlich zum Ziel. 
indem wir Kohlblatter mit einer diinnen Schicht von Gummi 
arabicum-Losung tiberzogen und dann das Anhydrid aufstreuten. 
Das Kaninchen frafi die Kohlbliitter anstandslos und so er- 
reichten wir eine rasche, miihelose Aufnahme der ganzen Menge 
des 2,5-Diketopiperazins in kurzer Zeit. Der Urin wurde in 
einer mit Toluol versetzten Schale aufgefangen. Durch eine 
Reihe von Kontrollproben tiberzeugten wir uns, dab das Ka- 
ninchen, das auffallend reichlich und oft Urin von sich gab, 
normalerweise keine mit B-Naphthalinsulfochlorid reagierenden 
Produkte im Harne enthielt. Wa&ahrend der Versuche wurde 
der Urin alle 24 Stunden untersucht. Es zeigte sich, daf der 
zuerst gelassene Urin die groéfte Menge Aminosauren enthielt. 
Schon am zweiten Tage war die Ausbeute recht gering und 
am vierten Tage hefen sich iberhaupt keine Aminosiiuren mehr 
nachwelsen. 

Versuch 1. Verfiitlerung von 12 g Glycinanhydrid. Isoliert 
am ersten Tage 0,5 g B-Naphthalinsulfo-glycin, am zweiten Tage 
0.15 g und am dritten Tage 0,05 g. Alle drei Priiparate sinterten 
gegen 154° und schmolzen bei 159° (korr.). 

0.1649 ¢ Substanz gaben 0,3275 g CO, und 0,0626 g H,O 


Berechnet fiir C,,H,,O,NS: Gefunden: 
54,340 C und 4,15°/o H. 54,16°/o C und 4,21°/o H. 

Aus der Mutterlauge des B-Naphthalinsulfo-glycins wurde 
eine Verbindung isoliert, die aus kochendem Alkohol beim all- 
miihlichen Abkiihlen in Blittchen krystallisierte. Ihre Menge 
betrug 1,5 g. Sie schmolz gegen 180—182°. Die Analvse 
gab auf B-Naphthalinsulfo-glycyl-glycin stimmende Werte. 

0.1458 g Substanz gaben 0,2784 g CO, und 0,0605 g H,O 

Berechnet fiir C,,H,,0,N.S: Gefunden : 
52,1790 © und 4,35%o H. 52,07%0 C und 461% H. 

Um festzustellen, ob das gewonnene Produkt wirklich die 
angenommene Zusammensetzung hatte, haben wir 0,75 g der 
isolierten Verbindung mit 30 cem 10°/oiger Salzséiure zwe! 


Stunden am Riickflubkiihler gekocht.!) Wir erhielten nach dem 


') Vel. Emil Fischer und Emil Abderhalden, Bildung von 
Polypeptiden bei der Hydrolyse der Proteine, Ber. d. Deutschen Chem. 
Gesellsch., Jg. XL, S. 3548, 1907. 
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Abstumpfen der Salzsdure 0,45 g B-Naphthalinsulfo-glycin, auBer- 
dem haben wir in der Mutterlauge Glykokoll als Esterchlorhydrat 
nachgewiesen. Das gewonnene B-Naphthalinsulfo-glycin schmolz 


nach vorherigem Sintern gegen 159° (korr.). 
0.1764 g Substanz gaben 0,3523 g CO, und 0,0683 g H,O 


Berechnet fiir C,,H,,O,NS: Gefunden: 
34,34°/o C und 4,15°/o H. 54,47° 0 C und 4,32°%o H. 


Versuch 2. Verfiitterung von 10 g dl-Alanin an ein 
Kaninchen. Isoliert am ersten Tage 0,5 g B-Naphthalinsulfo- 
|-alanin. Am zweiten und dritten Tage konnten nur noch Spuren 
einer B-Naphthalinsulfoverbindung gewonnen werden. Das bei 
4° getrocknete Produkt schmolz zwischen 127 und 128° (korr.) 
und drehte in Alkohol gelést nach rechts. 


0,1800 g Substanz gaben 0,3705 g CO, und 0,0783 g H,O 
Berechnet fiir C,,H,,O,NS: Gefunden : 
5),91°/o C und 4,66°%/o H. 56,14°/o C und 4,83°o H. 
Auber dieser Verbindung wurde aus der Mutterlauge ein 
cegen 175° schmelzendes Produkt isoliert, das bei der Hydro- 
lyse mit verdiinnter Salzsiiure B-Naphthalinsulfoalanin lieferte. 
Hochstwahrscheinlich lag B-Naphthalinsulfo-alanyl-alanin vor. 
Versuch 3. Verfiittert 10 g dl-Serinanhydrid. Isoliert 


39,75° 





0,7) g p-Nitrobenzoyl-d-serin.') Es zeigte [a] ae 
in 1/2-n-Natronlauge. F. gegen 190° unter Zersetzung. 
0.1423 g Substanz gaben 0,2472 g CO, und 0,0491 g H,O 


Berechnet fiir C,,H,,O,N,: Gefunden: 
47,24°/o C und 3,97 °%o H. 47,37°/o C und 3,83°%o H, 


') Emil Fischer u. Walter A. Jacobs, Spaltung des racemischen 
Serins in die optisch-aktiven Komponenten, Ber. d. Deutsch. chem. Ges., 
Jg. XXXIX, S. 2942, 1906. 











Weitere Versuche iiber den Abbau von Polypeptiden durch die 
PreBsafte von Zellen und Organen. 
Von 


Emil Abderhalden und Filippo Lussana, Pologna. 


(Aus dem Chemischen Institut der Universitat Berlin.) 


(Der Redaktion zugegangen am 17. Marz 1908, 


Durch eine Reihe von Arbeiten aus dem hiesigen [n- 
stitut ist der Nachweis erbracht worden, dab die verschieden- 
artigsten Organe Fermente besitzen, welche Polypeptide spalten, 
Wiihrend beim Pankreassaft die Beobachtung gemacht worden 
ist, dab er im aktiven Zustande nicht alle Polypeptide angreitt. 
sondern eine Abhiingigkeit z. B. gegentiber deren Struktur zeigt. 
gelang es bei den aus Organen dargestellten PreBsiften keine 
entsprechenden Unterschiede zu finden — wenigstens qualitatiy 
nicht. Der Pankreassaft spaltet z. B. Glycyl-dl-alanin nicht, wol! 
aber dl-Alanyl-glycin. Die bis jetzt untersuchten Organprebsiifte 
griffen im allgemeinen beide Dipeptide an. Auch die roten Blut- 
kOrperchen enthalten Fermente, welche beide Dipeptide spalten. 
wobei allerdings deutlich zu bemerken ist, dah in gleichen 
Zeiten dl-Alanyl-glycin rascher und ausgiebiger zerlegt wird 
als Glycyl-dl-alanin. Es schien uns von Interesse, weitere [r- 
fahrungen auf diesem Gebiete zu sammeln, um allmahlich einen 
Uberblick iiber die Verbreitung der peptolytischen Ferment 
im gesamten tierischen Organismus zu erhalten. Vor allem wa! 
es wertvoll, einzelne Zellen auf ihre Wirksamkeit gegeniile: 
Polypeptiden zu priifen. Wir verwendeten die Zellen der Linse 
Sie wurden auf folgende Weise gewonnen. Linsen aus Schweine- 
augen wurden ganz frisch herauspriipariert und sofort aul- 
vefasert und mit physiologischer Kochsalzl6sung gewaschen uni 
zentrifugiert. Dann wurden die Linsenzellen mit Quarzsand ze- 
rieben und nach Vermengung mit Kieselgur die ganze Massv 
unter der hydraulischen Presse ausgeprebt. Die bis 50 At- 
mosphiren Druck abfliebende Fliissigkeit wurde nicht verwet- 
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jet, sondern erst der von 50—300 Atmosphiren Druck aus- 
opebbare Saft. Wir haben ferner mit Gehirnsubstanz analoge 
Versuche ausgeftihrt. Die Gehirnsubstanz stammte von eben 
seschlaehteten Kilbern. Sie wurde zuniichst rein mechanisch 
-on blutgefiiBen befreit, dann solange mit physiologischer Koch- 
-alzldsung gewaschen, bis kein Blut mehr vorhanden war. Ver- 
suche, Ganglien- resp. Gliazellen fiir sich zu isolieren, mif- 
cliickten bis jetzt, und so verwendeten wir fiir die orientierenden 
Versuche den zwischen 50—300 Atmosphiren Druck auspreb- 
hbaren Prefsaft. Auch hier war die gereinigte Hirnsubstanz mit 
Quarzsand zerrieben und dann mit Kieselgur vermengt worden. 

Untersucht wurden die folgenden Polypeptide: dl-Alanyl- 
siycin, Glyeyl-dl-alanin, Glycyl-l-tyrosin und Diglycyl-glycin. 
Der Gang der Untersuchung war genau derselbe wie bei den 
‘riiheren entsprechenden Versuchen. Es seien deshalb nur die 
Resultate summarisch angefiihrt. 


1. Versuche mit Linsenprefsaft. 
Serie 1. 

1. dl-Alanyl-glycin: 2 g + 10 ccm Wasser -|- 5 cem 
Linsenprebsaft. 4 Tage im Brutraum.!) 

Isohiert: 0,15 g Glykokollesterchlorhydrat (F. 144°) und 
0.10 g salzsaures d-Alanin, [a] = -+ 7,9°. An Anhydriden 
wurden gewonnen: 0,15 g Alanyl-glycinanhydrid: [a] te = + 3,8° 
ui) wasseriger Losung und 0,88 g inaktives Anhydrid. 

2. Glycyl-dl-alanin: 2 g -+ 10 ccm Wasser +- 5 ccm 
Linsenprefsaft. 4 Tage im Brutraum. 

Ks war keine Spaltung erfolgt. 

3. Glycyl-l-tvyrosin: 1 g -) 10 ccm Wasser -|- 5 ccm 
Linsenprefsaft. 4 Tage im Brutraum. 

Isoliert: 0,1 g |-Tvrosin -+- 0,11 g Glykokollesterchlor- 
ivdrat (F. 144°), ferner 0,50 g Anhydrid. 

4. Diglycyl-glycin: 2 g +- 10 ccm Wasser -!- 5 ccm 
LinsenpreBsaft. 4 Tage im Brutraum. 

Isoliert: 0,35 g Glykokollesterchlorhydrat (F. 144°), ferner 
46 g Glycinanhydrid und ein sirupéser Riickstand. 





'’ Bei allen Versuchen wurde Toluol zugesetzt. 
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Serie 2. 


1. dl-Alanyl-glycin: 2 g+-10ccm Wasser -!- 2 ce 
Linsenprebsaft. 3 Tage im Brutraum. 

Isoliert: 0,55 g Glykokollesterchlorhydrat (F. 144°) und 
0,30 g salzsaures d-Alanin: [a], = + 9,6°. Ferner: 0,25 ¢ 
Anhydrid : [a] seo = + 4,8°, 0,10 g Anhydrid: [a]*) = -+ {9 
und 0,54 g inaktives Anhydrid (unrein). 

2. dl-Alanyl-glycin: 2 g -+ 10 ccm Wasser +- 3 ccm 
Linsenprebsaft. 3 Tage im Brutraum. 

Isoliert: 0,45 g Glvkokollesterchlorhydrat, 0,20 g salzsaures 
d-Alanin: [a]? = +-7,8° und 0,25 g Anhydrid {a}, = +- 4,5° 
in Wasser gelést. Auferdem wurden noch 0,67 g unreines, 
inaktives Anhydrid erhalten. 

3. Glyeyl-dl-alanin: 2 g + 10 ccm Wasser +- 3 ccin 
Linsenprefsaft. 4 Tage im Brutraum. Eine Spaltung war nicht 
mit Sicherheit nachweisbar. 0,05 g salzsaures Alanin -+- Gly- 
kokoll isoliert. 

t. Glycyl-dl-alanin: 2 g + 10 cem Wasser -- 5 ccm 
Linsenprefisaft. 6 Tage im Brutraum. 

Isoliert: 0,07 g Glykokollesterchlorhydrat. Spuren von 
Alanin. Kein optisch aktives Anhydrid. 

5. Glyeyl-l-tyrosin: 1 g + 10 ccm Wasser + 5 ccm 
Linsenprebsaft. 3 Tage im Brutraum. 

Isoliert: 0,25 g l-Tyrosin, 0,35 g Glykokollesterchlorhydra' 
(F. 144°) und 0,25 g Anhydrid. 

6. Glycyl-l-tyrosin: 1g + 10 ccm Wasser ++ 3 ccm 
Linsenprebsaft. 4 Tage im Brutraum. 

Isoliert: 0,28 g I-Tyrosin, 0,30 g Glykokollesterchlorhydrat 
(KF. 144°). Reines Anhydrid wurde nicht gewonnen. 

7. Glycyl-l-tyrosin: 1g +5 ccm Linsenprefsaft -— 5 ccm 
Wasser. 2 Tage im Brutraum. 

Isoliert: 0,20 g l-Tyrosin, 0,25 g Glykokollesterchlorhydra' 
(F. 144°) und 0,35 g Anhydrid. 

8. Diglyeyl-glycin: 2 g + 20 ccm Wasser + 5 ccm 
Linsenprefsaft. 4 Tage im Brutraum. 
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Isoliert: 0,75 g Glykokollesterchlorhydrat (F. 144°) und 
0.68 g Glycinanhydrid. 

9. Diglyeyl-glyecin: 2 g + 15 ccm Wasser +- 5 ccm 
LinsenpreBbsaft. 5 Tage im Brutraum. 

Isoliert: 0,88 g Glykokollesterchlorhydrat (F. 144°) und 
0.55 g¢ Glycinanhydrid. 

2. Versuche mit Prebsaft aus Gehirnsubstanz. 

1. Serie. 

1. dl-Alanyl-glycin: 2 g Dipeptid -- 15 ccm Prefsaft. 
5 Tage bei 37° aufbewahrt. 

Isoliert: 0,10 g Glykokollesterchlorhydrat (F. 1 
0.10 g salzsaures d-Alanin: [a], = -+- 7,5°, ferner 0, 


20” 


44°) und 
24 g An- 

hvdrid: fa], = -}- 3,5° in Wasser geldst und 1,20 g inaktives 
Anhydrid. 

2. dl-Alanyl-glycin: 2g + 15 ccm Prebsaft. 5 Tage 
im brutraum. 

[soliert: 0,10 g Glykokollesterchlorhydrat (F. 144°) und 
0,09 g salzsaures d-Alanin. Die wisserige Losung drehte nach 
rechts. An Anhydriden wurden 1,4 g gewonnen, davon drehte 
die erste Fraktion (0,22 g) nach rechts in wisseriger Losung. 

3. Glycyl-dl-alanin: 2 g + 15 ccm Prebsaft. 5 Tage 
im Brutraum. Keine Spaltung beobachtet. 

4. Glycyl-l-tyrosin: 1g + 15 ccm Prefsaft. 5 Tage 
im Brutraum. Nur Spuren von |-Tyrosin und von Glykokoll- 
esterchlorhydrat beobachtet. 

). Diglycyl-glycin: 2g -++ 15 ccm Prefsaft. 5 Tage 
im Brutraum. 

Isoliert: 0,18 g Glykokollesterchlorhydrat (F. 144°) und 
1.7 g Destillationsriickstand. 

6. Diglycyl-glycin: 2 g + 15 ccm Prefsaft. 5 Tage 
im brutraum. 

Isoliert: 0,17 g Glykokollesterchlorhydrat und 1,8 g De- 
stillationsriickstand., 

2. Serie. 

1. dl-Alanyl-glycin: 2 g + 20 ccm Prefsaft. 3 Tage 

im Brutraum. 
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Isoliert: 0,25 g Glykokollesterchlorhydrat (F. 144°), 0,15 g 


salzsaures d-Alanin [a] = - 9,6° und 0.20 g Anhydrid: 
«)), =} 35° in Wasser gelést. AuBerdem 0,85 g inaktives 


Anhydrid. 

2. dl-Alanyl-glyein: 2 g -- 10 ccm Prefsaft. 4 Tage 
Im Brutraum. 

Isoliert: 0,21 g Glykokollesterchlorhydrat (F. 144°) und 


° ' 2()0 ’ _- . 
(12 g salzsaures d-Alanin: Cor = -+ 7,9°. Ferner 1,2 ¢ 
R . ‘ 219 : 
Anhydrid, davon 0,18 g optisch aktiv: [a], = -- 4,8° in 


Wasser gelost. 

3. Glyevl-dl-alanin: 2 g —- 15 cem Prefisaft. 4 Tage 
im Brutraum. Keine Spaltung beobachtet. 

t. Glyevi-dl-alanin: 2 g -|- 15 ccm Prefsaft. 5 Tage 
im bBrutraum. Nur Spuren einer Spaltung nachweisbar. 

5. Glyeyl-l-tyrosin: 1g -+ 15 cem Prebsaft. 4 Tage 
im Brutraum. Spuren von Tyrosin und Glykokollesterchlorhydrat. 

6. Glycyl-l-tyrosin: 1g —+- 15 ccm Prefsaft. 5 Tage 
im Brutraum. Keine Spaltung beobachtet. 

Aus den vorliegenden Versuchen ergibt sich, dab der 
Prefsaft aus Linsenzellen dl-Alanyl-glycin, Glycyl-l-tyrosin und 
Diglycyl-glycin gespalten hat. Glycyl-dl-alanin wurde nicht deut- 
lich angegriffen. Der Prebsaft aus Gehirnsubstanz griff nur 
dl-Alanyl-glycin und Diglyeyl-glycin an, jedoch nicht Glycy!- 
l-tyrosin und Glyeyl-dl-alanin. Hierzu ist zu bemerken, dab 
der Gehirnprefsaft beim Stehen im Brutraum nach einiger Zeit 
eine flockige Fiillung zeigte. Es ist nicht ausgeschlossen, dal) 
mit ihr Ferment niedergerissen worden ist. Der positive Ausfall 
des Versuches bei dl-Alanyl-glycin und Diglycyi-glycin spricht 
allerdings nicht fiir eine solche Annahme. Bestiitigen weitere 
Versuche die gemachten Beobachtungen, dann wiirde der Ge- 
hirnsubstanz eine Sonderstellung zuzuweisen sein, denn bis jetzt 
haben alle Organprebsiifte Glyecyl-l-tyrosin lebhaft gespalten, cine 
Ausnahme machte bis jetzt nur das Plasma des Blutes. 








Uber die Spaltung einiger Polypeptide durch den Prefisaft von 
Psalliota campestris (Champignon). 
Von 


Emil Abderhalden und Auguste Rilliet, Genf. 


(Aus dem chemischen Institut der Universitat Berlin.) 


(Der Redaktion zugegangen am 17, Miirz 1908.) 


Zu den folgenden Versuchen wurden mehrere Kilogramm 
Champignon mit Quarzsand zerrieben und nach Zusatz von 
Kieselgur unter der hydraulischen Presse ausgeprebt. Der Preb- 
salt wurde in zwei Fraktionen aufgefangen. Die erste Fraktion, 
yon 0—150 Atmosphiren Druck, diente zur Untersuchung des 
Prefsaftes auf freie Aminosdéuren. Der bei 150—300 Atmo- 
sphiiren Druck ausprebbare Saft wurde auf peptolytische Fermente 
untersucht. Der Prefsaft war dunkel gefiirbt und wurde beim 
Stehen dunkelbraun bis schwarz. 

Zur Untersuchung auf Aminoséuren wurde der Prefsatft 
unter vermindertem Druck bei 40° des Wasserbades, aus dem 
destilliert wurde, vollig zur Trockene eingeengt, der Riickstand 
noch mehrmals nach Zusatz von absolutem Alkohol verdampft 
und dann in der gewohnten Weise verestert. Die Ester setzten 
wir mit der berechneten Menge Natriumalkoholat in Freiheit 
und unterwarfen dann die Ester der fraktionierten Destillation. 
Die Verarbeitung der einzelnen Fraktionen erfolgte in der oft 
an dieser Stelle geschilderten Weise. Mit Sicherheit nachge- 
wiesen wurden Glykokoll, Leucin und Glutaminsiaure. 
Vorhanden war offenbar auch Pyrrolidincarbonséure. Zur 
lsolierung weiterer Aminosiiuren reichte das Material nicht aus. 
Der Pilzsaft enthilt nach diesen Untersuchungen freie Amino- 
~auren, jedoch in so geringen Mengen, dal wir ihn zu unseren 
Versuchen iiber die Spaltung von Polypeptiden ohne weiteres 
verwenden konnten. Die einzelnen Versuche sind in genau 
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derselben Weise durchgefiihrt worden, wie die friiher an diesey 
Stelle mitgeteilten. Die Schilderung der Methodik eriibrigt sic), 
daher. Angewandt wurden dl-Alanyl-glycin, dl-Leucyl-glycin, 
Glycyl-l-tyrosin und Diglycyl-glycin. Vom Glycyl-l-tyrosin konntey, 
wir Spaltungsprodukte nicht isolieren und ebensowenig das 
Glycyl-l-tyrosin selbst. Es war offenbar durch ein tyrosinase- 
artiges Ferment zerstért worden. Alle iibrigen Polypeptide waren 
deutlich gespalten worden. 
1. dl-Alanyl-glycin: 2g gelést in 10 cem Prefsaft. Die 
Losung verblieb nach Zusatz von Toluol 3 Tage im Brutraum. 
Isoliert: 0,58 g Glykokollesterchlorhydrat (F. 144°) und 
0,25 g salzsaures d-Alanin: lay = -| 9,8°, Ferner 0,20 g¢ An- 
_ = 
2. dl-Alar 


im Brutraum. 
Isoliert: 0,68 g Glykokollesterchlorhydrat (F. 144°) und 


0,21 g salzsaures d-Alanin: [a] = + 10,2° Ferner 0,35 g 
Anhydrid: {J = ++ 3,2° und 0,55 g inaktives, unreines An- 


hydrid: faJ’ = +--+ 4,8° und 0,25 g inaktives Anhydrid. 
1yl-glycin: 2 g --- 15 cem Prefsaft. 4 Tage 


hydrid. 
3. dl-Leucyl-glycin: 2 g + 25 ccm Prefsaft + 25 ccm 
Wasser. 4 Tage im Brutraum. 
Isoliert: 0,45 g Glykokollesterchlorhydrat (F. 144°). 0,35 g 
|-Leucin: [a], = ++ 13,2° in 20°/oiger Salzsiiure. An Anhydrid 


wurden 0,62 g erhalten, davon waren 0,25 g optisch aktiv: 


fal), = — 24,5°. 
DD 
4. Diglycyl-glycin: 2 g +- 10 cem Prefsaft. 3 Tage im 


—) 


Brutraum. 

Isoliert: 0,75 g Glykokollesterchlorhydrat (F. 144°) und 
0,25 g Glycinanhydrid. | 

5. Diglyeyl-glycin: 2 g + 15 ccm Prefsatt. 4 Tage im 
brutraum. 

Isoliert: 1,10g Glykokollesterchlorhydrat und 0,20 g Glycin- 


anhydrid. 




















Uber das Verhalten des Sajodins im Organismus. 
Von 


Tierarzt Georg Basch. 


(Aus dem chemischen Laboratorium des pathologischen Instituts der Universitat Berlin.) 


(Der Redaktion zugegangen am 17. Marz 1908.) 


In seinen VerOffentlichungen tiber das Verhalten von Jod- 
fetten im Organismus hat Winternitz!)?) die Vorziige be- 
leuchtet, welche diese Jodverbindungen bei innerer Darreichung 
im Vergleich zu den Jodalkalien besitzen. Nach seinen Unter- 
suchungen wird Jodipin, ein Jodfett, welches durch Einwirkung 
von Jodmonochlorid auf Sesam6l erhalten wird, nur zum kleinen 
Teil im Darm gespalten und dementsprechend sehr wenig Jod 
im Darm bereits an Alkali gebunden. Der gréBte Teil des 
Jodipins wird als jodierte Fettséiure vom Organismus aufge- 
nommen, im Korper als Jodfett angesetzt, allmihlich oxydiert 
und im Verlaufe von 8—10 Tagen durch den Harn ausge- 
schieden. Dadurch wird die Jodwirkung des Jodfettes nach- 
haltiger, das Eintreten von Jodismus erschwert, und man kann 
das Jodipin langere Zeit und in grdferen Dosen verordnen, 
ohne die herzschadigende Nebenwirkung der Jodalkalien be- 
rucksichtigen zu milissen. 

Da man auch in der Veterinarmedizin das Jodipin mit 
vielem Erfolge zu verwenden pflegt, so habe ich, nachdem 
Kk. Fischer und J. v. Mering*) im Jahre 1906 ein neues 
Jodfettpraparat, das Sajodin, in die Therapie eingefiihrt haben, 
auf Veranlassung des Herrn Prof. E. Salkowski das Ver- 





1) H. Winternitz, Uber das Verhalten von Jodfetten im Organis- 
mus und deren therapeutische Verwendung, Deutsche med. Wochen- 
schrift, 1897. 

*) H. Winternitz, Uber das Verhalten von Jodfetten im Organis- 
mus, Diese Zeitschrift, Bd. XXIV, S. 444. 

’) F. Fischer und J. v. Mering, Uber eine neue Klasse von jod- 
haltigen Mitteln, Medizin. Klinik, 1906, Nr. 7. 
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halten dieses Mittels im Organismus niiher untersucht. Auch, 
hier mochte ich nicht unterlassen, meinem hochverehrten Lehrer 
herzlichen Dank zu sagen fiir den Rat und die Hilfe, mit dey 
er meine Arbeiten gefordert hat. 

Siimtliche Versuche habe ich an Pferden gemacht, weil 
ihre Behandlung in der Praxis den gréften Wert besitzt, weil 
inan in der Rinderpraxis aufer bei Aktinomykose Jodpriiparate 
wenig verwendet, und weil ihr Gebrauch bei Milchkitihen auf 
den Milchertrag st6rend einwirkt. 

Das Sajodin ist das Calciumsalz der Monojodbehensiiure. 
welche aus der Erukasiiure des Riibéles unter Anlagerung yon 
Jodwasserstoff entsteht. Es ist ein farbloses, geruch- und ge- 
schmackloses, in Wasser und den iiblichen organischen L6sungs- 
mitteln unlOsliches Pulver und hat die Formel (C,,H,,0,J),Ca, 
demgemiif} einen Gehalt von 26°%/o Jod und 4,1°/o Caleium. 

Bei dem groBben und wechselnden Calciumgehalt der 
licrischen Nahrung habe ich mich darauf beschriinkt, die Re- 
sorptionsverhiiltnisse des Sajodins aus der jedesmal vorhandenen 
Jodmenge zu berechnen. Es geschah dies auf kolorimetrischem 
Wege, unter Umwandlung sémtlichen Jodes in ein Jodid nach 
ZerstOrung der organischen Substanz durch Erhitzen mit Natrium- 
hydrat und etwas Kaliumnitrat. Die Zerstorung der organischen 
Substanz ist notwendig, einerseits weil das Jod in der zu unter- 
suchenden Substanz noch in organischer bindung vorhanden 
sein kann, anderseits, weil es sich gezeigt hat, dab die or- 
ganischen Bestandteile von Harn und enteiweibtem Blutserum 
imstande sind, Jod zu binden und es so dem Nachweis zu ent- 
ziehen, ja selbst aus Chloroformlésung dasselbe allmiihlich an 
sich zu ziehen. 

Versetzt man z. B. 20 cem Pferdeharn mit 2 mg Jodkalium, 
fiigt 10 cem Chloroform und einige Tropfen NatriumnitritlOsung 
hinzu, ferner verdiinnte Schwefelsaure bis zur stark sauren 
Reaktion, so ist das frei werdende Jod beim Durchschiitteln 
nicht imstande, eine Violettfarbung des Chloroforms hervor- 
zurufen, obgleich man diese Fiirbung mit 0,05 mg KJ in ea. 10 ecm 
Wasser gelist erreichen kann.!) Zieht man eine wisserige 


') Prowan Cathcart. Diese Zeitschrift. Bd. XXXVIII, S. 167. 
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Loésung von 2 mg KJ in derselben Weise mit Chloroform aus 
und bringt damit 20 ecm Pferdeharn in Beriihrung, so bleibt 
die tiefviolette Farbung zunichst bestehen, aber nach 12 Stunden 
ist, trotz der groben Jodmenge. ein Schwinden der Farben- 
reaktion deutlich zu bemerken. Schiittelt man Pferdeblut mit 
dem 6fachen Volumen Alkohol, dampft dann 10 cem des Al- 
koholauszuges ein, versetzt den Rtickstand mit 1 mg Jodkali 
und macht dann die Jodreaktion in der gewohnlichen Weise 
unter Anwendung von Chloroform, so macht sich darin in 
kurzer Zeit ein Farbenwechsel bemerkbar, das Violett wird 
braunrot, gelbrot, um schlieblich unter Umwandlung in Schmutzig- 
celb alles Typische zu verlieren. 

Das genaue Verfahren zur kolorimetrischen Jodbestimmung 
ist von Rabourdin!) angegeben und von Baumann?) in einigen 
Punkten modifiziert worden. Unter Anlehnung an seine Vor- 
schriften wurde folgendermaben verfahren: 

Die Substanz (in der Regel 4 g der frischen oder 1 g 
Trockensubstanz) wurde in einem Nickeltigel mit 5 cem Wasser 
(ibergossen und nach Zugabe von 2—3 g Atznatron vorsichtig 
erhitat, bis vollige Verkohlung eingetreten war und keine brenn- 
baren Gase mehr entwichen. Dann wurde die Flamme_ ent- 
fernt und ca. 1—1!/2 g fein gepulverter Salpeter hinzugefiigt, 
wodureh in wenigen Sekunden die Verbrennung der Kohle be- 
wirkt wird. Die abgekiihlte Masse wurde in ca. 50 cem Wasser 
velost und filtriert. das gut gekihlte Filtrat mit Schwefelsiure 
(20°/o1g) angeséuert, mit 10 cem Chloroform versetzt und in einem 
graduierten Beobachtungszylinder gut durchgeschiittelt. In einen 
zweiten, dem ersten vollig gleichen Zylinder wurden 10 ccm 
Chloroform, 25 cem Wasser, 10 cem konzentrierte Glaubersalz- 
losung und einige Tropfen verdiinnte Natriumnitritldsung ge- 
bracht und von der Jodkaliumlésung von bekanntem Gehalt 
|: 10000. Wasser) soviel hinzugefiigt, bis nach dem Ansiiuern 
und Umschiitteln die Intensitét der Farbung in beiden Zylindern, 
die man gegen das durchfallende Licht oder auf eine rein weibe 
[nterlage stellt, dem Auge gleich erscheint. Bei kleinen Jod- 


'’ Liebigs Annal., Bd. LXXVI, S. 375. 
?) Diese Zeitschrift, Bd. XXIL S. 3. 








400 Georg Basch, 


mengen pflegte ich 5 cem Chloroform, bei sehr grofen 20 ccm 
zu nehmen. 

Das Verhalten des Sajodins im Organismus habe ich nach 
folgendem Plan untersucht: 

|. Wird Sajodin vom tierischen Organismus resorbiert ? 

I]. In welcher Zeit und in welchem Umfange wird Sajodin 
resorbiert ? 

II. In welcher Zeit und in welcher Form wird das _ Jod 
des Sajodins ausgeschieden ? 

IV. Wird Sajodin im tierischen Organismus aufgespeichert 


I. 
Nachdem ich den Harn und fast simtliche Gewebe meh- 
rerer Schlachtpferde frei von Jod und nur in den Schilddriisen 


mit demselben Ergebnisse wie Baumann!) einen konstanten 
_Gehalt von 0,6 mg Jod auf 1 g Trockensubstanz gefunden hatte, 
gab ich 6 Pferden je 20 g Sajodin. An einem der nachsten 
Tage danach fand ich in je 100 g Harn dreier Pferde 0,7, 0,5 
und 1.2 mg Jod. 

Kine Resorption des Sajodins hatte also bei ihnen be- 
stimmt stattgefunden, ebenso wie bei den 3 anderen Pferden, 
deren Schilddriisen einen Jodgehalt von 2,06, 2,51 und 1,89 mg 
auf 1g Trockensubstanz zeigten. 

II. 


Um zu entscheiden, in welcher Zeit und in welchem Um- 
fange Sajodin resorbiert wird, gab ich einem etwa 8 Zentner 
schweren Pferde am 27. Oktober 1907 nachmittags um 4 Uhr, 
2 Stunden nach seinem Mittagsfutter, 100 g Sajodin als Emul- 
sion. Um 4 Uhr 25 Minuten erhielt das Tier eine Injektion von 
0,08 g Arecolin. hydrobrom.: um 4 Uhr 30 Minuten einen Ader- 
laf} mittels der Dieckerhoffschen Hohlnadel, aus der 4 Uhr 
30 Minuten, 4 Uhr 38, 4 Uhr 50 und 4 Uhr 59 Minuten Blut ent- 
nommen wurde. 

Der Speichel wurde um 4 Uhr 37 Minuten, 4 Uhr 45, 4 Uhr 
und um 5 Uhr 16 Minuten aufgefangen. AuSerdem wurde der 
Harn in einem geriiumigen Urinauffanger gesammelt, der Kot 


') Diese Zeitschrift, Bd. XXH, S. 17. 
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-orgfiltig aufbewahrt. Zur Abgrenzung der in Frage kommen- 
den Kotmenge hatte das Pferd eine Stunde vor Aufnahme des 
Sajodins einen mit 150g Holzkohle vermengten Kleientrank 
erhalten. 

Das Blut wurde in die 5—6fache Menge Alkohol gegossen 
und 3 Stunden lang im Schiittelapparat geschiittelt; das Filtrat 
und der Waschalkohol auf ein geringes Volumen eingedampft 
und ebenso wie der Speichel nach der Salpeterschmelze kolori- 
metrisch auf Jod untersucht. Ebenso untersucht wurde der auf 
dem Filter gebliebene Rtickstand des Blutes, nachdem er im 
Soxlethsehen Trockensechrank bei 105° getrocknet war. Auf 
diese Weise wurden im Blute, und zwar sowohl im Filtrat wie 
im Riickstande, ferner fast gleichzeitig im Speichel der 3. Ent- 
nahme, also nach 53 bezw. 58 Minuten Spuren von Jod ge- 
funden, in den friiheren Proben nicht. 

Dadurch waren aber nur die Anfiinge der Resorption fest- 
zustellen, deren Fortschritte waren aus den weiteren Unter- 
suchungen dieser Fliissigkeiten nicht nachzuweisen, denn auch 
t, 6, 12, 24 und 36 Stunden nach der Sajodinaufnahme ent- 
nommenes Blut lie} nur Spuren von Jod erkennen. 

Mehr Anhaltspunkte ergaben die in verschiedenen Ver- 
suchen gemachten Harnuntersuchungen. 

Es wurden ausgeschieden: 














Gesamt- Davon Darin Gesamt- In 100ccm 
menge unter- gefunden; menge Harn 
Harn sucht Jod Jod Jod 
ccm ccm mg mg mpg 
In de "S | 2 Of , 
+ a ersten 30) 30) 1.386 13.86 4.62 
3 Stunden 
In den nichs ' ae 
1 den ndchsten 2700 | 30 8,393 | 755,37 27,27 
21 Stunden 
I} de ad Sy - = - 
: 850) 0 6.729 130,241 15,32 
4 Stunden 
In d > ij : > ~ hit 
" . nichsten 2000) 2) oR TOF 870.1 43 DOD 
15 Stunden 
in den zweiten 1800 1) 233 209.7 11.65 


2+ Stunden 
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Diese groben, so kurze Zeit nach der Aufnahme des P;.j- 
parates im Harn vorhandenen Jodmengen lieBen vermuten, da); 
das Sajodin vom Korper schnell und reichlich aufgenommer 
worden war. Genaueren Anhalt dafiir, in welchem Umfange dje 
Resorption erfolgt war, ergab der Nachweis der Sajodinmenge. 
welche mit dem Kote unverwertet wieder ausgeschieden wurde. 

Von der nach oben abgegrenzten, in 24 Stunden abge- 
setzten und gut durchgeriihrten Kotmenge von 2!/2 kg wurden 
125 g abgewogen und mit der mehrfachen Menge Alkolho! 
24 Stunden lang digeriert. Der filtrierte Alkoholauszug wurde 
auf ein geringes Volumen eingedampft und nach der Salpeter- 
schmelze auf Jod untersucht; es wurden nur Spuren von Jad 
gefunden. Der Kot wurde darauf mit verdiinnter Schwefelsiiure 
angesiiuert und mit der mehrfachen Menge Ather stundenlang 
im Schiittelapparat geschiittelt, der Ather im Scheidetrichte: 
abgetrennt, zur Trockene verdampft, der Riickstand in bekannte: 
Weise auf Jod untersucht. 

In 125 g Kot fanden sich 4,851 mg Jod, dem- 
nach in 2'/2 kg . . .. .. . +. 94,02 mg 
Der Kot der niiehsten 24 Stunden enthielt . 62,75 
Ks wurden also in den ersten beiden Tagen 159,77 mg 
Jod ausgeschieden, demnach 0,6°/o des im Sajodin einge- 
fiihrten Jods. 

Um das gefundene Ergebnis zu priifen, wurden 10 g de- 
zweiten Kotes direkt mit Natriumhydrat und Salpeter geschmolzen 
und auf Jod untersucht. 

Nach dem ersten Verfahren berechnen sich fiir 10 g 
1.2551 mg, nach dem zweiten Verfahren wurden in 10 g 
1.232 mg Jod gefunden. 

Die reichliche Jodausscheidung im Harn, die geringe Jod- 
menge im Kote liefen daher den wohlberechtigten Schlub zu. 
dafi das Sajodin vom Korper fast véllig resorbiert worden wat. 


IIT. 


be- 


Die im Harn enthaltenen Jodmengen wurden tiiglich 
rechnet, in den ersten Tagen nach Untersuchung des gesamten. 
in 2% Stunden abgesetzten Harnes, vom 4. Tage an unter Z!\- 
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srundelegung des in 12 Stunden abgesetzten Urines. (Das Pferd 
konnte nicht tagelang stehen, und beim Hinlegen flo®B der Harn 
aus dem Behilter). 

Es wurden ausgeschieden: 














Gesamtmenge Harn Gesamtmenge Jod 
ccm mg 
Am 1. Tage 2850 884,78 
>» 2. » 1800 209,7 
3. 2500 208,94 
b> 2200 | 126,66 
> BR » 2700 51,28 
> 7 » 2000 23,10 
9» 2400 | 10,16 
I. 2400 6,78 
13. > | — Spuren 
1d. -— » 
17. > — . , 
>» 19. » — > 


Mehr noch als die Dauer der Jodausscheidung interessierte 
die Form derselben, konnte man doch erst aus ihr die Ver- 
iinderungen beurteilen, die das Sajodin im Tierkorper erlebt. 

Das Jod konnte als Jodalkali ausgeschieden werden, wie 
es Winternitz bei seinen Versuchen mit Jodipin fand, es 
konnte bei dem an Hippurséure so reichen Pferdeharn vielleicht 
auch an diesen Harnbestandteil gebunden sein, wie es Mosse 
und Neuberg') bei ihren Untersuchungen iiber den physio- 
logischen Abbau des Jodeiweifies fanden, wenn das auch im 
vorliegenden Falle wenig wahrscheinlich war. SchlieBlich miibte 
man daran denken, da8 Jodbehensiure (oder Sajodin) als solche 
in den Harn iibergehen kann. 

Als Jodalkali war es leicht loslich in Wasser und Alkohol, 
unlislich in Ather, als Jodhippursiiure lislich in heiBem Wasser, 
Ather und Alkohol, unléslich in Benzol, als Sajodin iiberhaupt 


') Diese Zeitschrift, Bd. XXXVII, S. 436. 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. LV. 
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unléslich und erst als Monojodbehensiure in Alkohol, Athe 
und Benzol léslich, nachdem es von seinem Calcium befreit war 

Daraufhin wurde folgendermafen verfahren: 

850 eem Harn mit dem Jodgehalt von 130, 241 mg wurden 
mit dem gleichen Volumen Wasser versetzt,') filtriert, das Filtra: 
auf ein geringes Volumen zum dicken Sirup eingedampft und 
in die mehrfache Menge Alkohol gegossen. Nach einigem Stehen 
wurde abfiltriert, der Alkoholauszug stark eingedampft und mit 
verdiinnter Schwefelsiiure versetzt. Die sich hierbei absetzende 
Hippursiiure wurde auf dem Filter gesammelt, gewaschen und 
getrocknet und auf Jodgehalt untersucht: es fanden sich keine 
Spuren darin. Das Filtrat wurde im Scheidetrichter $mal mit 
Ather durchgeschiittelt, der Ather von der wiisserigen Fliissigkeit 
abgeschieden und zur Trockene eingedampft. Der Rtickstand 
wurde einmal mit wenig Ather aufgenommen, filtriert, wiederum 
zur Trockene verdampft, mit wenig Benzol gelést, filtriert und ver- 
dunsten gelassen. Bei der Untersuchung desselben fand sich keine 
Spur von Jod. Der beim Verdampfen des Benzols bleibende Riick- 
stand ergab sich nach seinen Léslichkeitsverhaltnissen und seinem 
Schmelzpunkte (121°) als Benzoesiiure. Da der Schmelzpunkt de: 
Behenséure bei 76° liegt, war von dieser nichts vorhanden. 

In einem zweiten Versuche wurden zum Nachweise von 
Jodiden 50 cem Harn mit dem Jodgehalt von 21,753 mg filtriert. 
mit Salpetersiiure angesiiuert und mit Silbernitrat im Uberschuti 
versetzt. Nach 24¢stiindigem Stehen wurde der Silbernieder- 
schlag abfiltriert, gut ausgewaschen, der Riickstand auf dem 
Filter mit Alkohol und Ather getrocknet, sodann mit dem mehr- 
fachen Volumen eines Gemisches von 8 Teilen Natriumkalium- 
earbonat mit 1 Teil Salpetermischung verrieben und im Por- 
zellantigel geschmolzen. Unter Reduktion des Silberchlorides 
bezw. Jodides zu metallischem Silber gehen Chlor und Jod in 
die betreffenden Alkaliverbindungen tiber. 

In der L6sung der Schmelze wurde das Jod kolorimetrisch 
bestimmt. Man fand in der dem Harn von 50 ccm entsprechenden 
Schmelze 17,78 mg Jod, der Gesamtjodgehalt betrug 21,753 mg. 


') Der Wasserzusatz diente zur Erleichterung der Filtration, da ic! 
bei friiheren Arbeiten gesehen hatte, dafi Pferdeharn sehr schwer filtrier’ 
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mithin war der tiberaus grofere Teil trotz der grofben Jodaus- 
--heidung in der Form eines Jodalkalis im Harn enthalten, das 
Sujodin war also im Korper gespalten: dabei ist zu bemerken, 
dal} dieser Versuch nicht ganz streng quantitativ durchgefihrt 
ist, in Wirklichkeit war wohl die Quantitiéit des organischen Jods 
noch etwas geringer. 

Im Darm waren diese Spaltungsvorgiinge nicht nachweisbar, 
der Alkoholauszug enthielt so wenig Jod, da} sich tiber die 
Form desselben nichts Bestimmtes sagen lie}. Das meiste Jod 
war noch in Form des gereichten Priiparates vorhanden und 
erst nach Umwandlung in die Jodbehensiiure in Lésung ge- 
bracht worden. 

IV. 

Die noch zwei Wochen nach der Jodaufnahme im Harn 
nachweisbare Jodausscheidung lef vermuten, dafi sich nach 
der Einfiihrung von Sajodin Jodverbindungen in dem Korper 
des Tieres aufspeichern. Diesbeztigliche Untersuchungen hatten 
folvendes Ergebnis: 

Von den meisten Organen und Geweben eines etwa 
s Zentner schweren Pferdes, welches 3 Tage vor dem Schlachten 
120 g Sajodin erhalten hatte, wurden bestimmte Teile entnommen 
und abgewogen. Dann wurden diese griindlich zerhackt und 
in der mehrfachen Menge Alkohol 14 Tage aufbewahrt. Sodann 
wurden sie und der Alkoholauszug getrennt, mittels Natrium- 
hvdrat und Salpeter auf Jod untersucht, der Alkoholauszug 
wiederum nach Verdampfen bis auf ein kleines Volumen. Es 
land sich kein Jod: im verlangerten Mark, im Grofhirn, Klein- 
hirn und in der Hypophyse des Gehirns. Spuren von Jod wurden 
gefunden: im Blute, in der Leber, der Niere, Muskulatur, Herz- 
iuskulatur, in der Lunge und den abgeschorenen Haaren,!) 
wihrend ausgekimmte Haare kein Jod enthielten. 

Bestimmbare Jodmengen wurden nachgewiesen: in der 
Milz, dem Knochenmark und dem Fettgewebe, sowie im Alkohol- 
uuszuge und in der Trockensubstanz der Schilddriisen. Der 
Alkoholauszug des Knochenmarkes und des Fettgewebes hatte 
keinen Jodgehalt. Es fanden sich: 


‘) Howald, Diese Zeitschrift, Bd. XXIII, S. 223. 
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in-G gM: .. 6s. ew Sas» SR ee de 
d. h. in der ganzen *'4 kg wiegenden Milz. 15 

In 6,12 mg Knochenmark waren... . . 0,57 

C2. 29 4c kw tee ee ot ee eee 

In 3.5 g Fettgewebe waren ....... O46 » 
ee a ll 


Der Alkoholauszug der Schilddriise enthielt 0,42 me. 
1.8516 g Trockensubstanz 4,5 mg, die gesamte 5,234 ¢ im 
trockenen Zustande wiegende Driise zugleich mit der Jodmenge 
des Alkoholauszuges 12,76 mg Jod, d. h. das 3—4fache des 
Jodgehaltes, den man nach ihrem Gewichte und dem durch- 
schnittlichen Jodgehalte der Schilddriisen erwarten konnte. 

Fassen wir also noch einmal die Resultate tiber das Ver- 
halten des Sajodins im Organismus zusammen, so ergibt sich 
folgendes : 

Kin kleiner Teil des Sajodins wird unverdndert als Calcium- 
salz der Monojodbehensiure mit dem Kot wieder ausgeschieden, 
der Hauptteil wird resorbiert, im Korper und zwar besonders im 
Knochenmark, im Fettgewebe und der Schilddriise aufgespeichert, 
dem Blute allmiihlich wieder zugefiihrt und nach erfolgter Spal- 
tung im Harn als Jodalkali ausgeschieden. Ob auch im Darme 
bereits eine Spaltung im geringen Umfange stattfindet, mul un- 
entschieden bleiben. 

Das Sajodin hat jedenfalls alle die Vorziige, die man am 
Jodipin schiitzt, es bringt nach meinen Beobachtungen auch 
nach liingerem Gebrauche keine Allgemeinstérungen hervor und 
wird im Kleientrank lange Zeit ohne Widerwillen genommen. 


Nachtrag bei der Korrektur: 


Erst nach Abschlu8 meiner Arbeit ist es zu meiner Kenntnis 
gelangt, daB’ Abderhalden’) das Verhalten des Sajodins im Or- 
ganismus bereits (an Hunden) untersucht hat und zu aéhnlichen 
Resultaten gelangt ist wie ich. Die Publikation von Abder- 
halden konnte leider nicht mehr benutzt werden. 


_ 


') Zeitschrift f. exper. Pathologie und Therapie, Bd. IV, 8S. 71°. 








Uber die Kohlenhydratgruppe in der Nucleinsdure. 
Von 


H. Steudel. 


(Aus dem physiologischen Institut in Heidelberg.) 


(Der Redaktion zugegangen am 17. Marz 1908) 


Nachdem der stickstoffhaltige Teil der Nucleinsiure aut- 
celost war,!) heb sich erwarten, daB bei den nunmehr iiber- 
sichtlich gewordenen Verhdaltnissen auch eine exakte Bestim- 
mung der Kohlenhydratgruppe in der Nucleinsiiure sich wiirde 
erreichen lassen. 

Bei der friiher fast ausschlieBlich angewandten Methode 
der Aufspaltung der Nucleinséure mit siedender Schwefelsiiure 
hatte man als Abkémmlinge des Kohlenhydratkomplexes Ameisen- 
siure und Liavulinsaure aufgefunden.*) Damit war wenigstens 
sichergestellt, dafi ein Hexakohlenhydrat in der Nucleinsdure 
vorhanden war; etwas Niheres lief sich aber nicht aussagen, 
besonders war es niemals gegltickt, die Reduktionsfahigkeit des 
zugrunde legenden Zuckers zu beweisen; in der Tat lief sich 
weder an der Nucleinsaure selbst noch bei Benutzung der damals 
liblichen Spaltungsmethode an der Zersetzungsfliissigkeit, auch 
wenn man die stOrenden Nucleinbasen aus ihr herausschaffte, 
ein Reduktionsvermégen nachweisen. Ebensowenig Erfolg hatte 
ich bei Anwendung der Spaltung mit Salzsiiure oder Jodwasser- 
stoffsdure. Dadurch unterscheidet sich also die Kohlenhydrat- 
gruppe der Nucleinsaure von der entsprechenden Pentosegruppe 
der Guanylsiiure und Inosinséure. Wihrend man bei den beiden 
letzten Kérpern leicht zu reduzierenden Fliissigkeiten kommt, 
ist dies unter Einhaltung der gleichen Bedingungen bei der Nuclein- 
saure nicht mdglich. 


') H. Steudel, Diese Zeitschrift, Bd. LIII, S. 14; Bd. XLIX, 5S. 406. 
*‘ A. Kossel und A. Neumann, Ber. d. Deutsch. chem. Ges., 
Bd. XXVIII, S. 2221. 
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Wollte man also bessere Kenntnisse tiber die Kohlenhydrat- 
gruppe sich erwerben, so mufite man andere Zersetzungsme- 
thoden zu Hilfe nehmen. Von diesen erschien mir zuerst die 
enzymatische Spaltung der Nucleinsiéure geeignet. 

Wisserige Ausziige aus der Thymusdriise, aus Pankreas 
und aus der Darmschleimhaut enthalten ein Ferment, das die 
Nucleinsiiure unter Abspaltung von Phosphorsiéure und Alloxur- 
basen zerstort. Ich bereitete mir also, nachdem ich schon 
friiher!) die ginzliche Wirkungslosigkeit des kauflichen Tryp- 
sins (Griibler) und des aus der Pankreasdriise nach Mays?) dar- 
gestellten Trvpsins auf LOsungen von nucleinsaurem Natron 
festgestellt hatte, nach Sachs Vorschrift*) einen Nuclease ent- 
haltenden Auszug aus Thymus, indem ich 370 g rein priipa- 
rierte Thymus durch die Fleischhackmaschine schickte, mit 
750 cem Wasser und einer geniigenden Menge Seesand fein 
zerrieb und in einer gut verschlossenen Flasche unter Zusatz 
einer gehérigen Menge Toluol 12 Stunden stehen lief. Am 
niichsten Tage wurde die Fliissigkeit zentrifugiert, die milchige 
Suspension noch einmal durch Gaze geseiht und auf 1000 ccm 
aufgefiillt. Sie reagierte schwach sauer auf Lackmus. Davon 
wurden 500 eem ohne Zusatz in wohlverschlossener Flasche, 
und mit reichlich Toluol versehen in den Thermostaten gestellt: 
Losung A, zur anderen Hiilfte wurde eine Lisung von 50 g 
a-nucleinsaurem Natron (aus Thymusdriisen gewonnen) gefiigt und 
die Flasche, Losung B, ebenfalls bei 38° gehalten. (Das verwen- 
dete nucleinsaure Natron war vollkommen rein, es gab keine 
Biuretreaktion mehr, gab auf Zusatz des gleichen Volumens 
96°/oigen Alkohols keine Fiillung, sondern erst nach Zufiigen 
einiger Tropfen konzentrierter Natriumacetatlésung.) Es zeigte 
sich nun, da das Gelatinierungsvermégen von B sehr bald 
unter der Einwirkung des Fermentes verschwand, und es wurde 
dann, um den Fortschritt der Spaltung zu kontrollieren, von 
Zeit zu Zeit in beiden Lésungen an filtrierten Proben mit Magnesia- 


') Diese Zeitschrift, Bd. XLVI, S. 341. 
*) Diese Zeitschrift, Bd. XXXVIII, S. 428. Das Praparat verdanke 


ich Herrn Dr. Mays. 
°) Diese Zeitschrift, Bd. XLVI, S. 337. 
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mixtur auf frei gewordene Phosphorsiiure und mit ammoniaka- 
iischer SilberlOsung auf abgespaltene Alloxurbasen gepriift. Beide 
Reagenzien gaben schon nach wenigen Tagen in B kraftige 
Fiillungen, wahrend in A nur sparliche Niederschliige entstanden. 
Untersuchte man nun aber B auf noch unzersetzte Nucleinsiure, 
<0 lie} sich auch nach lange fortgesetzter Digestion hier noch 
immer ein erheblicher Teil davon nachweisen. Nach Zusatz des 
sleichen Volumens Alkohol zu einer Probe von B blieb diese 
zunichst vollig klar, um nach dem Zufiigen weniger Tropfen 
konzentrierter Natriumacetatlésung sofort einen Niederschlag 
fallen zu lassen, der durchaus den Eindruck von nucleinsaurem 
Natron macht. Es wurde deshalb, um die Zersetzung auch des 
Restes womoglich noch herbeizufiihren, nach 60 Tagen noch 
einmal eine Fermentlosung hinzugefiigt. 

225 g Thymus wurden mit Seesand und 500 cem Wasser 
fein verrieben, unter Toluolzusatz 12 Stunden stehen gelassen, 
dann zentrifugiert und auf 1000 ccm verdiinnt, je 500 ccm 
kamen in die beiden Reaktionsfliissigkeiten. 

Als dann nach weiterer 20 tiagiger Digestion kein sichtbarer 
Fortschritt in der Spaltung mehr eintrat, wurde der Versuch 
abgebrochen. Die Uberfiihrung der Nucleinséure in die nicht 
selatinierende Form labt sich mit Hilfe der Nuclease offenbar 
leicht bewerkstelligen, eine giinzliche Aufspaltung scheint aber 
nur schwer zu erreichen zu sein. 

Die Digestionsfliissigkeiten waren wiihrend des Versuches 
regelmibig auf ihre Reduktionsfahigkeit F ehlingscher Losung 
gegeniiber gepriift worden, und es zeigte sich bald in beiden 
Losungen nach Entfernung der Alloxurbasen ein positiver Aus- 
fall der Trommerschen Probe, der aber in der Losung B bei 
weltem stiirker war. Ich habe nun versucht, den reduzierenden 
KOrper zu isolieren, bin aber bisher noch nicht damit zum 
Ziele gekommen. 

Es wurden beide Lésungen, die schwach sauer reagierten, 
aulgekocht, vom geringfiigigen Niederschlag abfiltriert, dann mit 
barytwasser ausgefallt, das nunmehrige Filtrat mit Schwefel- 
saureschwach angesiéuert und mit Silbersulfat die Alloxurbasen 
entfernt. Dann wurde das Silber mit Schwefelwasserstoff fort- 
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geschafft und die genau mit Barythydrat neutralisierten wasser- 
klaren LOsungen vorsichtig eingeengt. Es sollten nun die Fliissig- 
keiten mit Fehlingscher Losung titriert werden, dies ist mir 
aber bisher nicht moglich gewesen genau durchzufiihren, da 
sich keine scharfe Endreaktion feststellen lieb, nur das eine 
lie} sich auch bei der Titration erkennen, dali das Reduktions- 
vermogen der Lésung, die die zersetzte Nucleinsaure enthielt, sehr 
viel gréber war als das der Kontroll6sung, dal} also die Reduktion 
nicht alleine auf Substanzen beruht, die in der zugesetzten Ferment- 
l6sung vorhanden waren, sondern da{b augenscheinlich aus der 
Nucleinsiiure durch die Nuclease ein reduzierender Korper ab- 
gespalten worden war. Die LOsung dieses KOrpers war rechts- 
drehend, aber weder konnte sie bisher mit Hefe vergoren 
werden noch gelang es mit Phenylhydrazin zu einem fabbaren 
Derivate zu kommen. 

Einen weiteren Aufschlu8 tiber die Natur des Kohlen- 
hydrates im Molekiil der Nucleinsiure hat mir die Spaltung der 
Nucleinsdure mit konzentrierter Salpeterséure gegeben. Auch 
hier gelangt man leicht zu Flissigkeiten, die Fehlingsclie 
LoOsung reduzieren. Trennt man, entsprechend meinen friiheren 
Angaben,!) z. B. aus freier Nucleinséure die Alloxurbasen als 
Nitrate ab, so erhalt man eine hellbernsteingelbe Fliissigkeit, 
die nach der Neutralisation kriaftig reduziert. Es la{t sich nun 
leicht nachweisen, dali in diesem Falle noch der gesamte Phos- 
phor an das Kohlenhydrat gebunden ist. 

10 g freie Nucleinséure wurden mit 10 ccm Wasser - 
10 ccm konzentrierte HNO, (spez. Gew. 1,4) tibergossen, nach 
mehrtiigigem Stehen die Fliissigkeit von dem krystallinischen 
Bodensatz getrennt und auf 100 ccm aufgefiillt. In 10 cem wurde 
die mit Magnesiamixtur fillbare Phosphorsaure bestimmt und in 
weiteren 10 ccm wurde die Gesamtphosphorsiiuremenge nach 
dem Veraschen mit Soda und Salpeter festgestellt. In den 
ersten 10 cem wurden 0,0326 g Mg,P,0, = 0,0091 g P er- 
halten, in den zweiten 10 ccm 0,3062 g Mg,P,0, = 0,0852 P. 

Es waren also in diesem Versuch die Alloxurbasen von 
dem Molekiil der Nucleinsiiure abgetrennt und in der Losung 


1) Diese Zeitschrift, Bd. XLVII, S. 425. 
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war ein K6rper zuriickgeblieben, der noch fast die gesamte 
Phosphorsiuremenge in organischer Bindung enthielt. Dieser 
Kirper reduziert nun kriaftig Fehlingsche Losung und dreht 
die Ebene des polarisierten Lichtes nach rechts. 

Eine quantitative Bestimmung durch Titration ist mir hier 
aber ebensowenig wie in dem Versuch mit Nuclease gelungen, 
desgleichen habe ich bisher mit Phenylhydrazin keine Ver- 
bindung bekommen. 

Der negative Ausfall dieser Versuche ist vielleicht darauf 
zuriickzufiihren , dafi das Kohlenhydrat noch die Phosphor- 
siure in ihrem Molekiil gebunden hilt. 

Von Gamgee und Jones!) ist mitgeteilt worden, dal 
die Nucleoproteide rechtsdrehend sind. Es wiirde nun die ein- 
fachste Erklarung dieser Rechtsdrehung sein, sie auf das Kohlen- 
hydrat der Nucleinsdéure zu beziehen und in diesem letzteren 
etwa Glukose zu vermuten. Hierfiir fehlt freilich noch ein exakter 
Kewels, Ja die Beobachtung, dab die Epizuckersiure?) optisch 
inaktiv ist, wiirde dagegen sprechen, wenn man nicht an- 
nehmen wollte, dafi die zuerst entstandene d-Zuckersiiure durch 
die Manipulationen bei ihrer Isolierung racemisiert wire. 

Das eigenartige Verhalten der reduzierenden Gruppe miibte 
man wohl so erkliren, daf sie urspriinglich im intakten Mo- 
lekiil der Nucleinsiiure irgendwie mit den Alloxurbasen ver- 
bunden ist und daf sie nur unter ganz bestimmten Bedingungen 
bei der Abtrennung der Alloxurbasen als solche erhalten bleibt: 
dazu scheint eine einfache hydrolytische Spaltung wie die mit 
Schwefelséiure nicht geeignet zu sein: hier wird die reduzierende 
Gruppe sofort weiter verindert. 

Die Untersuchungen werden von mir fortgesetzt. 


') Beitrage zur chem. Physiol. u. Pathol., Bd. IV, Heft 1/2. 
*) H. Steudel, Diese Zeitschrift, Bd. L, 3. 538; Bd. LIL, S. 62; 
Bd. LU, S. 14. 











Notizen iiber |-Tryptophan. 
Von 
Emil Abderhalden und Louis Baumann (New York). 








(Aus dem chemischen Institut der Universitat Berlin.) 


(Der Redaktion zugegangen am 18, Marz 1908. 





Der eine von uns hat in Gemeinschaft mit Martin Kempe!) 
die spezifische Drehung des durch Verdauung von Casein mit 
Trypsin gewonnenen Tryptophans in ! 2-normaler Natronlauge be- 
stimmt. Es ergaben sich die Werte —- 5,7° und —- 6,3°. In 
Normalnatronlauge drehte das Tryptophan -- 6,12° und —- 6,06°, 
ferner in Normalsalzsaure +- 1,31°. Das optische Verhalten 
des Tryptophans war bereits von Hopkins und Cole?) be- 
stimmt worden. Diese Autoren fanden als spezifische Drehung 
— 33°. Sie geben nicht an, in welchem Loésungsmittel sie das 
optische Verhalten des Tryptophans bestimmt haben. Endlich 
hatten C. Neuberg und N. Popowsky#) vor unserer Ver- 
Offentlichung die spezifische Drehung des Tryptophans festge- 
stellt und angegeben, dab es in !/2-normaler Natronlauge geldst 
13,7° nach links dreht. Wir hatten nun weiterhin Gelegenheit, 
‘Tryptophanpriiparate ganz verschiedener Darstellungen zu unter- 
suchen und unsere friheren Angaben zu kontrollieren. Alle 
Bestimmungen decken sich vollstiindig mit der verdffentlichten 
Drehung, wie die folgenden Resultate ergeben. 

1. 0.3674 g Substanz in Normalnatronlauge gelost.  le- 
samtgewicht der Lésung 3,9320 g. Spezifisches Gewicht 1.0os. 
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a == 0,65° nach rechts im 1 dm-Rohr bei Natriumlicht. (a), = 
+ 657°. 

2. 0.3567 g Substanz in Normalnatronlauge gelost. e- 
samtgewicht der Lésung 3,8977 g. Spezifisches Gewicht 1,005. 


') Emil Abderhalden und Martin Kempe, Beitrag zur Kennt- 
nis des Tryptophans und einiger seiner Derivate, Diese Zeitschritt, 
Bd. LU, S. 207, 1907. 

2) F.G. Hopkins und 38. W. Cole, A contribution to the chemistry 
of proteids, Journ. of physiol., Bd. XXVIII, S. 418, 1901. 

*) C. Neuberg und N. Popowsky, Die Indolaminopropionsiure 
und ihre Halogenverbindungen (Tryptophanreaktion), Biochem. Zeitsc!.".. 


Bd. Il, S. 337, 1907. 








Notizen itiber ]-Tryptophan. #13 


a — 0,51° nach rechts im 1 dm-Rohr bei Natriumlicht. Mithin 
‘aly = -'- 5,27°. Das Priiparat war sehr oft umkrystallisiert 
und dabei offenbar etwas racemisiert worden. 

3. 0.3555 g Substanz in Normalnatronlauge gelést. Ge- 

samtgewicht der Losung 3,9002 g. Spezifisches Gewicht 1,08. 
a@ —= 0,63° nach rechts im 1 dm-Rohr bei Natriumlicht. Mithin 
a}, —_ 1. 6.92 9, 
4. 0,2044 g Tryptophan in !/2-Normalnatronlauge gelést. Ge- 
samtgewicht der Losung 8,6324 g. Spezifisches Gewicht 1,0243. 
a = 0,15° nach rechts im 1 dm-Rohr bei Natriumlicht. |a|)° = 
+. 6,17°. 

Diese Werte stimmen im allgemeinen gut mit den friiher von 
K empe und dem einen von uns gefundenen iiberein. Es ist nun von 
grobem Interesse, dab das Tryptophan sich auferordentlich leicht 
racemisieren lat, wie die folgende Beobachtung zeigt. Tryp- 
tophan 6st sich in Pyridin in der Kiilte wenig, es wird jedoch 
in der Warme von diesem Lésungsmittel sehr reichlich auf- 
genommen und fallt dann beim Erkalten fast vollstiindig in 
Form farbloser Blittchen aus. Die dem Rohtryptophan bei- 
gemengten Farbstoffe bleiben vollstiindig in Lésung. Es er- 
schien somit das Pyridin als ein besonders geeignetes Mittel, 
um daraus Rohtryptophan umzukrystallisieren. Gliicklicherweise 
kontrollierten wir das optische Verhalten des Tryptophans vor 
und nach dem Umkrystallisieren aus Pyridin. 

Q,2058 g Tryptophan in 1/2-normaler Natronlauge gelost. 
Gesamtgewicht der L6sung 8,7724 g. Spezifisches Gewicht 1,020. 
«@ = 0,12° nach rechts im 1 dm-Rohr bei Natriumlicht. Mithin 


[a], = + 5,01° 

Das verwendete Priiparat war einmal aus Alkohol um- 
krystallisiert und sonst nicht weiter gereinigt worden. Dasselbe 
Praparat wurde nun aus Pyridin umkrystallisiert. 0,2044 g in 
'2-normaler Natronlauge gelést. Gesamtgewicht der Losung 
8.6770 g. Spezifisches Gewicht 1,020. a = 0° im 1 dm-Rohr 
bel Natriumlicht. Das Tryptophan war somit vollstandig racemi- 
siert worden. Bei einem anderen Versuche wurde das Tryp- 
tophan nur ganz kurze Zeit mit 2 Teilen Pyridin +- 1 Teil 


i 
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Wasser gekocht. Hier war die Drehung nur wenig, aber doch 


etwas zuriickgegangen. 0,2119 g Substanz in !/2-normaler 
Natronlauge gelost. cena icht der L6sung 8,9175 g. Spezi- 
fisches Gewicht 1,025. a@ = 0,12° nach rechts im 1 dm-Rohr 
bei Natriumlicht. aj?” = + 4,92 °. 


Diese Beobachtung scheint uns Aufklaérung dariiber zu 
geben, weshalb fiir die spezifische Drehung des Tryptophans 
zum Teil niedrigere Werte gefunden worden sind, als wir sie 
angeben. So bestimmten neuerdings Ellinger und Flamand?!) 


3(, 0 


a|;, des Tryptophans in Normalnatronlauge zu -- 5,27°. 
H. Fischer?) findet folgende Werte: +- 5,68°, +- 5,56° und 
-|_ 5,69° in Normalnatronlauge. Endlich fiihrt Allers*) an, 
dafi er bei der Verdauung ein optisch inaktives Tryptophan 
gefunden hat. Nach unserer reichen Erfahrung erscheint es 
uns ausgeschlossen, dafs bei der tryptischen Verdauung inaktives 
Tryptophan entsteht. Es ist ohne Zweifel sekundir bei der 
Darstellung recemisiert worden. Wir arbeiten nach der Zer- 
legung des Quecksilberniederschlages ausschlieblich unter ver- 
mindertem Druck und engen die Fliissigkeit bei einer 40° nicht 
iibersteigenden Temperatur ein. 

Wir haben auch das Drehungsvermogen des Tryptophans 
in wiisseriger Losung festgestellt und gefunden, daB es nach 
links dreht. 

0,0749 g Tryptophan in Wasser gelést. Gesamtgewicht 
der LOsung 15.1417 g. Spezifisches Gewicht 1,002. a = 0,50” 
nach links im 2 dm-Rohr bei Natriumlicht. jj, = — 30,33°. 
Ahnliche Werte teilt auch H. Fischer mit und héchst wahr- 
scheinlich haben Hopkins und Cole ihre Bestimmung seiner- 
zeit auch in wiisseriger L6sung ausgeftihrt. Mit dieser Fest- 
stellung, dafi Tryptophan in Wasser geldst nach links dreht, 


'!) Alexander Ellinger und Claude Flamand, Uber synthetisch 
cewonnenes Tryptophan und einige seiner Derivate, Diese Zeitschrift, 
Bd. LY, S. 8, 1908. 

" H Fischer, Notiz zum optischen Verhalten des Tryptophans, 
Ebenda, Bd. LY, S. 74, 1908. 

*) Rudolf A. Allers, Uber racemisches Tryptophan, Bioch. Zeit- 


schrift, Bd. VI, S. 272, 1907. 
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ergibt sich, wie H. Fischer mit Recht hervorhebt, nach der 
bisherigen Gewohnheit, dab das bei der Verdauung von Proteinen 
sich bildende Tryptophan als 1-Tryptophan zu bezeichnen ist. 
\Vir haben es seinerzeit fuBend auf dem Drehungsvermogen 
in? v- und 1/1-normaler Natronlauge und ! 1-normaler Salzsiiure 
als d-Tryptophan bezeichnet. !) 

Es sei noch erwiihnt, dab wir regelmabig neben dem 
|-Tryptophan eine zweite Verbindung beobachtet haben, der vor- 
liufig der eine von uns in Gemeinschaft mit Kempe den Namen 
Oxytryptophan gegeben hat. Diese Verbindung dreht in 
1 ;-normaler Natronlauge nach links und zwar wurde zweimal 
aly = — 11,19° und 11,13° gefunden. Wir geben diese Werte 
mit Vorsicht wieder und behalten uns genauere Bestimmungen 
vor. Es ist mOglich, daf die von C. Neuberg und N. Popowski 
ungegebene Drehung durch diese Verbindung bedingt war. 

Jedenfalls herrscht jetzt tiber das Drehungsvermogen des 
-‘Tryptophans vollige Klarheit, besonders nachdem Ellinger 
und Flamand und H. Fischer die Angaben von Kempe und 
dem einen von uns bestiitigt haben. Einige Unklarheit scheint 
noch tiber den Schmelzpunkt des |-Tryptophans zu herrschen. 
Wir finden, dafi |-Tryptophan beim raschen Erhitzen gegen 289° 
(korr.) sehmilzt, nachdem es schon bei 260° (korr.) angefangen 
hat sich gelb zu farben. Wir haben wiederholt festgestellt, dab 
reines |-Tryptophan allerdings unscharf stets so hoch schmilzt, 
wenn der Schmelzpunkt durch rasches Erhitzen festgestellt wird. 
bei langsamem Erhitzen kénnen, wie tibrigens bei allen unscharf 
schmelzenden Substanzen, alle mdglichen Schmelzpunkte  er- 
halten werden. Das ergibt ein Blick auf die bis jetzt fiir |-Trypto- 
phan in der Literatur angegebenen Schmelzpunkte. Im hiesigen 
Institut werden die Schmelzpunkte aller sich zersetzenden und un- 
scharf schmelzenden Substanzen durch rasches Erhitzen festge- 
stellt. Wenn dieser Punkt beachtet wird, so diirfte ohne Zweifel 
ede Differenz in den Angaben iiber den Schmelzpunkt des 
|-Tryptophans schwinden. 


‘) 1. c. und Synthese von Polypeptiden. Derivate des Tryptophans, 
Ber. d. Deutsch. chem. Ges., Jg. XL, S. 2737, 1907. 











Weiterer Beitrag zur Kenntnis des Verlaufs der fermentativen 
Polypeptidspaltung. 


V. Mitteilung. 


Von 


Emil Abderhalden und A. H. Koelker. 





Mit 2 Kurvenzeichnungen. 


(Aus dem chemischen Institut der Universitat Berlin.) 


(Der Redaktion zugegangen am 18, Mirz 1908.) 


In unserer letzten Mitteilung!) haben wir Versuche be- 
gonnen, um festzustellen, an welcher Stelle die peptolytischen 
Fermente optisch-aktive Polypeptide angreifen. Wir wiihlten 
Kombinationen, deren Spaltprodukte unter sich ein verschiedenes 
optisches Verhalten zeigen und auch anders drehen als das 
urspriingliche Polypeptid selbst. Wir hatten |]-Leucyl-glyeyl- 
d-alanin und Glyeyl-d-alanyl-glycin mit einem Gemisch von 
Pankreassaft und Darmsaft gespalten. Diese Untersuchung haben 
wir fortgesetzt und auf die folgenden Polypeptide ausgedehnt : 
d-Alanyl-glycin, d-Alanyl-glycyl-glycin, d-Alanyl-gly- 
eyl-glycyl-glycin. Wir suchten einmal die Frage zu ent- 
scheiden, an welcher Stelle das Ferment zuerst diese Polypeptide 
angreift. Diese Fragestellung gilt fiir die letzteren beiden Poly- 
peptide. d-Alanyl-glycyl-glycin zeigt [a|;) = —-- 30,09, wiihrend 
d-Alanyl-glycin 50° nach rechts dreht, und Glycyl-glycin op- 
tisch inaktiv ist. Hier war aus dem optischen Verhalten nac!: 
Zusatz der Fermentlésung leicht zu entscheiden, welche Amino- 
siiure zuerst abgespalten wird. Schon etwas schwieriger liegen 
die Verhiiltnisse beim Tetrapeptid. d-Alanyl-diglyeyl-glycin hat 
fa)” = +- 224°. Wiirde Glykokoll abgespalten, dann wiirde 


ip hand ted 
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yunichst d-Alanyl-glycyl-glycin entstehen, das -+- 30° dreht. 
Wiirde jedoch zuerst d-Alanin frei, dann miibte die Drehung ab- 
nehmen, weil das zunichst entstehende Tripeptid Diglyevl-glycin 
tein Drehungsvermogen besitzt. Am besten tiberblickt man 
diese Verhiiltnisse am folgenden Schema: 


+249 0° 
TT TT 


1. d-Alanyl-glycin 











—— DY 
1 50° 
) (» 
2. d-Alanyl-glveyl-glyein 
—- 30° 
—- 30° 





3. d-Alanyl-glyevl-glyeyl-glycin 





224° 


! 
sd 
i 


Diese drei Polypeptide wurden in der bekannten Weise 
durch Kuppelung von d-Brompropionylchlorid mit Glykokoll resp. 
Glyeyl-glyein resp. Diglyeyl-glycin dargestellt. Das d-Alanyl- 
ligiveyl-glvcin ist neu dargestellt worden. Seine Gewinnung und 
Higenschaften werden wir an anderer Stelle mitteilen. Ange- 
fihrt sei hier nur das optische Verhalten des Tetrapeptids. 

0.4085 g Substanz in Wasser geldst. Gesamtgewicht der 


3()9 
d 
4 Al 


| dm-Rohr bei Natriumlicht. Mithin (a); 


Lisung: 35,4007 g. , = 1,026. a = 1,74° nach rechts im 


“ 22,49 + 0,3°. 

Wir haben gleichzeitig in Parallelversuchen bei allen drei 
Volypeptiden 

1. bei gleichbleibender Fermentmenge die Menge 
ies angewendeten Polypeptids geindert und 

2. bei gleichbleibender Polypeptidmenge ver- 
-chiedene Fermentmengen verwendet. 

Die folgenden Ubersichten geben die erhaltenen Resultate 
wieder: 
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I. Gleiche Fermentmenge, wechselnde Polypeptidmenge. 
1. Spaltung des d-Alanyl-glycins mit Hefeprebsaf;, 


Zeit 


in Minuten 


‘y 
16 
23 
i) 
69 
L100 
135 
179 
215 


279 


349 
420) 
canta 
bOD 


22 Stund. 


1.66 cem Stamm- 
lOsung 


-+ 0,71 
+ 0,63 
+ 0,49 
+- (),37 
+ (),25 
+. 0,21 
+ 0,13 


-—— 
i 
— 
— 
- 
— 
_ 
~ 


+- 0,01 
+ 0,12 
0,01 
+ 0,02 


a) 


Abgelesener Winkel in 
+- 0,81 (+ 0,88) *) 


(+- 0,78) 
(+ 0,70) 
(-+- 0,56) 
(-- 0,46) 
(-- 0,32) 
0,28) 
(+- 0,20) 


| 

| --+— 
| 
| 


» (+- 0,13) 
- 0,06 (-+- 0,13) 


(++ 0,08) 
(+- 0,19) 
(-+- 0,08) 
(+ 0,09) 


toco-mol. 
1.0 ccm Hefeprefsaft 
3.84 cem Wasser 


b) 

3,32 ccm Stamm- 
losung */1000-mol. 
1,0 com Hefeprefsaft 

2,18 ccm Wasser 


(+ 1,58) 
(+ 1,46) 
(+- 1,40) 
(+- 1,22) 
(+ 1,08) 
(-. 0,92) 
(-- 0,71) 
(+- 0,52) 
(-- 0,40) 
(++ 0,33) 
+-0,16 (+ 0,23) 
+.0,06 (+ 0,13) 
— 0,02 (+ 0,05) 
— 0,00 (+-0,07) 


+151 
+- 1,39 
+ 1,33 
: 1,15 
+101 
—+- 0,85 
0,64 
40,45 
0,33 
+- 0,26 


4,98 ccm Stamm- 


¢) 


lésung = 7 /1000-mo] 
1,0 ccm Hefeprefsaf 
0.52 com Wasser 


Graden 


+ 0,63 
-- 0,45 
-+ 0,28 
+. 0,25 


(+ 0,32) 


+ 0,04 (+ 0,11) 


Die folgende Tabelle veranschaulicht den Abbau des (- 
Alanyl-glycins noch tibersichtlicher. 


+ +--+ 
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') Die eingeklammerten Zahlen stellen das Drehungsvermogen Nae 
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2. Spaltung des d-Alanyl-glycyl-glycins mit Hefe- 
prebsaft. 


a) b) C) 
1.66 ccm Stamm- 3,32 ccm Stamm- 4.98 ccm Stamm- 
l6sung = ‘/1ooo-mol. lésung == %/1000-mol. liésung = 
1,0 ccm Hefeprefisaft 1,0 ccm Hefeprefsaft 


2,18 ccm H,O 0,52 cem H,O 


*/:o00-mol, 


1.0 ccm Hefeprefsaft 
3,84 ecm H,O 
Zeit 


in Minuten Abgelesener Winkel in Graden 


7 +-0,75 (+ 0,82) +-1,41 (+ 1,48) +-2,24 (+ 2,31) 
17 +.0,50 (-- 0,57) +-1,13 (+ 1,20) +- 1,99 (+- 2,06) 
28 +. 0,43 (+ 0,50) +- 0,93 (-+- 1,00) +-1,63 (++ 1,70) 
33 + 0,33 (+- 0,40) +- 0,73 (++ 0,80) +- 1,42 (-+- 1,49) 
46 +. 0,22 (+ 0,29) +-0,57 (++ 0,64) +-1,17 (+- 1,24) 
D4 +. 0,14 (++ 0,21) +- 0,37 (+ 0,44) + 0,89 (+ 0,96) 
66 +. 0,07 (-+- 0,14) +. 0,25 (+ 0,32) +- 0,66 (-+ 0,73) 
79 +-0,12 (+ 0,19) +-0,15 (+ 0,22) +-0,51 (4. 0,58) 
&8 +. 0,07 (+ 0,14) +- 0,08 (-+- 0,15) +. 0,33 (+ 0,40) 
G8 +.0,07 (+ 0,14) +-0,05 (+- 0,12) -+- 0,23 (-+- 0,30) 

117 + 0,06 (+ 0,13) +. 0,02 (-+- 0,09) +-0,18 (+ 0,25) 
2()2 -|- 0,03 (-+- 0,10) +- 0,00 (-+- 0,07) + 0,06 (-+- 0,13) 
347 — 0,01 (+- 0,06) — 0,01 (-+- 0,06) ~}- 0,05 (+ 0,12) 


+- 30,09 





d-Alanyl-glycyl-glycin 
30,00 +-0,00° 


~~ co eee 


4-240 0,009 -L0,00° 


~ 





Das Drehungsvermégen nimmt in allen drei Versuchen 
bestindig ab. Es mu somit zuniichst d-Alanin abgespalten 
worden sein, denn wire Glykokoll zuerst frei geworden, dann 
hitte d-Alanyl-glycin voriibergehend entstehen miissen. Nun 
dreht d-Alanyl-glycin 50° nach rechts. Seine Entstehung hiitte 
sich durch ein Ansteigen des Drehungsvermégens der Lésung 
anzeigen miissen. 

Beriicksichtigung des Drehungsvermégens des Hefeprefsaftes dar, wahrend 
die tbrigen Zahlen dem direkt abgelesenen Winkel entsprechen. 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. LY. 29 
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d - Alanyl- glycyl- glycin. 
3. Spaltung von d-Alanyl-diglycyl-glycin mit Hefe- 
prebsaft. 

+ 22.40 





d-Alanyl-glycyl-glycyl-glycin 











-+- 30° 
7 = 
41.50" 
+ 2,409 0° Qe 
ti ed 
ge of 
a) b) C) 
0.83 ccm Stamm- 1,66 ccm Stamm- 3,33 ccm Stamm- 
lésung = ‘/eooo-mol. lésung = '/1000-mol. lésung = #/1000-mol. 
1,0 ccm Hefeprefisaft 1,0 ccm Hefeprefisaft 1,0 ccm Hefeprefsaft 
4,67 ccm Wasser 3,84 ccm Wasser 2,17 ccm Wasser 
Zeit 
inMinuten Abgelesener Winkel in Graden 
a +-0,42 (+- 0,49) -+- 0,59 (-+- 0,66) +- 1,34 (+- 1,41) 
17 + 0,28 (-+- 0,35) +- 0,36 (-+ 0,43) + 1,16 (+ 1,23) 
23 -+- 0,25 (+ 0,32) -+- 0,29 (+ 0,36) + 0,90 (+ 0,97) 
31 -+- 0,20 (+ 0,27) -+- 0,20 (+ 0,27) + 0,83 (+- 0,90) 
46 +-0,14 (+ 0,21) +-0,05 (+ 0,12) +-0,52 (+ 0,59) 
D6 + 0,11 (+- 0,18) -+- 0,00 (-++ 0,07) + 0,43 (-+ 0,50) 
66 -+-0,13 (+ 0,20) — 0,01 (+ 0,06) -+- 0,26 (+- 0,33 


78 +. 0,11 (+ 0,18) — 0,05 (+ 0,02) ++ 0,13 (+- 0,20 
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Auch hier ist allem Anschein nach die Spaltung zuniichst 
so verlaufen, dafi d-Alanin frei wurde. 
Zum Vergleiche seien hier nebeneinander als Beispiel die 
mit 1/1000-Molekiil Polypeptid ausgefiihrten Versuche aufgefiihrt. 


Der Hefeprefsaft war in allen Fallen genau derselbe. 
nur der korrigierte Winkel angegeben. 


1. d-Alanyl- 
glycin 


1.66 cem 1/1000-mol.- 


Lésung 


|.0ccem Hefeprefsaft 


3.84 cem Wasser 


Zeit 


in Minuten 


i) 
16 
25 
40 
65 

LOO 
133 
175 
215 
279 
34D 
420 
45) 
22 Stund. 


Ein Blick auf diese Zusammenstellung ergibt, dah die 


Abgelesener 


Winkel 
-+- 0,88 ° 
-+- 0,78 ° 
+-0,70° 
+ 0,56 ° 
-+0,46° 
+ 032° 
+. 0,28 ° 
+- 0,20° 
+ 0,13° 
+ 0,13° 
-+- 0,08 ° 
+-0,19° 
+ 0,08 ° 
+ 0,09 ° 


2. d-Alany]l- 
glycyl-glycin 


1,66 ccm '/:000-mol.- 
Lésung 
1,0 ccm Hefeprefsaft 


3.84 ccm Wasser 


Zeit 
in Minuten 


7 
17 
25 
33 
46 
D4 


Abgelesener 


Winkel 
+- 0,82 ° 
+ 0,57 ° 
+ 0,50° 
+- 0,40 ° 
+ (),29° 
+.(),21° 
+-0,14° 
+ 0,19° 
+-0,14° 
+- 014° 
+ 0,13° 
+ 0,10° 
+-0,06° 


3. d-Alanyl- 


& 
17 
23 
bl 
46 
a6 
66 
78 


diglycyl-glycin 
1,66 cem #/1000-mol.- 
Lésung 
1,0 ccm Hefeprefsaft 
3,84 ccm Wasser 
Zeit 
in Minuten 


Abgelesener 


Winkel 
+ 0,66° 
+. 0,43° 
+. 0,86° 
+ 0,27° 
+ 0,12° 
+. 0,07° 
-+-0,06° 
+ 0,02° 


Drehung bei gleichen molekularen Polypeptidmengen und gleichen 
Fermentmengen beim Tripeptid rascher als beim Dipeptid und 
beim Tetrapeptid rascher als beim Tripeptid zuriickgegangen 
ist. Sobald weitere Erfahrungen vorliegen, wird es sich lohnen, 


genauer festzustellen, auf welcher Ursache diese Erscheinung 
beruht. Vor allem wird es notig sein, die entsprechenden Ver- 


suche mit Polypeptiden anzustellen, welche das d-Alanin an 


anderer Stelle enthalten und ferner mit solchen, welche mehrere 


optisch aktive Aminosdéuren aufweisen. Es scheint uns mdglich 
z sein, wenn einmal ein gr6éferes Material vorliegt, zu ent- 
<cheiden, ob die Hydrolyse zuniachst in allen drei Fallen so 


29* 


Es ist 
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verliuft, da ausschlieBlich d-Alanin abgespalten wird und erst 
spiiter vielleicht bei dem Tri- und Tetrapeptid die Hydrolyse 


auch in der Glycinkette einsetzt. 

Wir beabsichtigen ferner die gleichen Versuche mit Siuren 
und Alkalien durchzufiihren und die erhaltenen Resultate mit 
den vorliegenden zu vergleichen. 

Il. Gleiche Polypeptidmengen, wechselnde Fermentmengen. 


1. Spaltung von d-Alanyl-glycin mit HefepreBsaft. 


a) b) C) 

2.0 ccm Stamm- 2,0 ccm Stamm- 2,0 cem Stamm- 

lésung = '/tovo-mol. lésung = '/:o0o-mol. J6sung = '1000-mol. 

0,5 com Hefeprefsaft 1,5 ccm Hefeprefsaft 2,0 ccm Hefeprefsaft 
4,0 com Wasser 3,0 ccm Wasser 2,5 ccm Wasser 

Zeit ; _— 
in Minuten Abgelesener Winkel in Graden 

12  -t-0,77 (+-0,80) +- 0,63 (-+ 0,74) +-0,56 (+-0,70) 
31 '- 0,68 (-+- 0,71) -+- 0,47 (-+- 0,58) + 0,40 (+- 0,54) 
45 -++- 0,57 (-+- 0,60) +- 0,39 (++ 0,50) +- 0,32 (-+- 0,46) 
62 -+- 0,60 (-+- 0,63) +031 (+ 0,42) -+- 0,24 (-- 0,38) 
86 -1-0,50 (4- 0,53) +-0,20 (-+-0,31) +- 0,14 (+ 0,28) 
118 +-0,46 (-+- 0,49) —+-0,11 (+ 0,22) +-0,05 (+ 0,19) 
1%) -+0,33 (-+-0,36) — 0,07 (+- 0,10) — 0,01 (+-0,13) 
230 -+- 0,29 (-{- 0,32) “~~ 0,01 (-}- 0,00) — 0,08 (-+ 0,06) 
300 +- 0,24 (-+- 0,27) — 0,10 (-++ 0,01) — 0,12 (-+- 0,02) 


20 Stund. -1-0,09 (-+-0,12) — 0,13 (— 0.02) — 0,14 (+.0,00) 


2. Spaltung von d-Alanyl-glycyl-glycin mit 
Hefeprebsaft. 


a) b) Cc) 

3,3 cem Stamm- 3,3 cem Stamm- 3,3 com Stamm- 

lésung = ‘/1o00-mol. lésung = '/1000-mol. liésung = '/1000-mol. 

0,5 ccm Hefeprefisaft 1,5 ccm Hefeprefsaft 2,0 ccm Hefeprefbsaft 
2,7 ccm Wasser 1,7 ccm Wasser 1,2 ccm Wasser 

Zeit 
in Minuten Abgelesener Winkel in Graden 

6 -+- 0,73 (-+- 0,78) + 0,68 (-+- 0,79) +- 0,63 (+ 0,77) 
11 -+- 0,67 (+- 0,70) -+- 0,52 (-+ 0,63) +- 0,49 (-+ 0,63) 
18 ++ 0,60 (4-0,63) +- 0,32 (+ 0,43) -+-0,31 (+ 0,45) 
25 -+0,47 (-+-0,50) + 0,23 (+ 0,34) +-0,19 (-+ 0,33) 
36 0,35 (+- 0,38) 0,11 (-+- 0,22 -+- 0,02 (-+- 0,16) 
45  — -4- 0,22 (4- 0,25) +- 0,03 (-+ 0,14) — 0,02 (+ 0,12) 
61 -+-0,10 (-+ 0,13) — 0,13 (— 0,02) — 0,15 (—- 0,01) 
83 -+-0,02 (+. 0,05) — 0,14 (— 0,03) — 0,18 (— 0,04) 


135 10,05 (-+-0,08) 
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3. Spaltung von Alanyl-diglycyl-glycin mit Hefe- 
prebsaft. 
a) b) Cc) 
0,206 g Tetrapeptid 0,206 g Tetrapeptid 0,206 ¢ Tetrapeptid 
0,5 ccm Hefeprefsaft 1,5 ccm Hefeprefisaft 2,0 ccm Hefeprefisaft 


6.0 ccm Wasser 5.0 com Wasser 4.5 cem Wasser 
Oi Abgelesener Winkel in Graden 
6 +. 0,82 (-- 0,85) -+- 0,57 (-1- 0,68) +- 0,54 (+- 0,68) 
14 +-0,68 (-++ 0,71) 1-040 (+ 0,51) +- O40 (4-054) 
24 +-(),62 (-+- 0,65) +. 0,22 (+ 0,33) -+-Q,21 (+- 0,35) 
34 +049 (+- 0,52) +- 0,09 (-+ 0,20) 0,07 (-++- 0,21) 
44 -+- 0,43 (++ 0,46) + 0,04 (+ 0,15) 0,01 (-+- 0,03) 
66 + 0,24 (+- 0,27) — 0,09 (+- 0,02) 0.11 (-+- 0,03) 
80 +-0,18 (-+- 0,21) — 0,10 (++ 0,01) — 010 (+ 0,04) 
105 + 0,12 (+ 0,15) —- 0,11 (-+- 0,00) — 015 (— 0,01) 
151 +. 0,06 (+ 0,09) — O13 (— 0,02) — 017 (— 0,03) 
180 +- 0,05 (-+ 0,08) 
37d + 0,02 (-+- 0,05) — 0,13 (— 0,02) — 0,14 (— 0,00) 


Anhangsweise sei noch ein Versuch, d-Alanyl-glycyl- 
glycin mit Pankreas- +- Darmsaft zu spalten, mitgeteilt. 
2,0 ccm Stammlésung == ‘2000-mol, des Tripeptids 
0.9 » Pankreassaft 

0.1 » Darmsaft 
3,5 » Wasser. 


Zeit Abgelesener Winkel in Graden 
20 Minuten +- 0,46 (-+- 0.51) 
45 > -+- 0,42 (+- 0,47) 
73 -+- 0,55 (-+ 0,60) 
95 > -+- O64 (-+- 0,69) 
110s + 0,65 (+ 0,70) 
4/2 Stunden +- 0,66 (+- 0,71) 
5 > +. 0,64 (+ 0,69) 
52 > + 0,59 (4 0,64) 
6/2 4- 0,55 (+ 0,60) 
73/4 : 1 Y,62 (-+- 0,67) 
22 */s > +- O1 (-+ 0,56) 
26 ?/s > - Oa (-+- 0,56) 
27 '/s +. 0,55 (+ 0,60) 
29 */s -+- 0,43 (-+ 0,48) 
32 -+- 0,39 (+ 0,44) 
‘7 + 0,35 (+ 0,40) 
56 + 0,31 (+ 0,36) 


0,30 (4- 0,33) 


J 
~ 
— 

-— 








— 
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Hier ist die Spaltung des Tripeptids in anderer Weise 
erfolgt als bei Anwendung von Hefeprefsaft. Bei letzterem 
ging die Drehung konstant zurtick. Hier fallt das Drehungs- 
vermOgen zunadchst etwas, um dann wieder stark anzusteigen 
und zuletzt wieder zu sinken. Bei Anwendung von Hefepreli- 
saft wurde offenbar hauptsichlich d-Alanin abgespalten, hier 
jedoch zuniichst Glykokoll. Es entstand das stark nach rechts 
drehende d-Alanyl-glycin. Wir wollen weitere Versuche ab- 
warten, ehe wir bestimmte Schliisse ziehen. Es ist médglich, 
dafs wir auf diesem Wege zu einer scharfen Unterscheidung 
der verschiedenartigen peptolytischen Fermente kommen, es 
ist aber auch nicht ausgeschlossen, dafi die Fermentmenge 
einen Einfluf auf die Art des Abbaus der Polypeptide ausiibt. 
Es fehlte bisher an einer ganz scharfen Methode zur Fest- 
stellung der Wirksamkeit einer bestimmten Fermentlésung. Wir 
werden in Zukunft unsere Fermentlésungen eichen und eine 
Normalfermentlésung aufstellen. Als eine solche kénnen wir 
eine Fermentlésung bezeichnen, die in der Zeiteinheit ein be- 
stimmtes Polypeptid um eine ganz bestimmte Gréfe abbaut. 
Es wird von Interesse sein, festzustellen, ob eine Ferment- 
lésung, die fiir Dipeptide geeicht ist, auch fiir Tri- und Tetra- 
peptide usw. in Ubereinstimmung mit anderen Fermentlésungen 
steht. Wir hoffen, durch weitere Untersuchungen mit voller 
Schirfe die Frage entscheiden zu kénnen, ob die peptolytischen 
Fermente verschiedener Herkunft qualitativ und quantitativ gleiche 
Wirkung zeigen, wenn sie fiir ein bestimmtes Polypeptid ein- 
gestellt sind. Dann erwarten wir von unseren Versuchen die 
Ausarbeitung einer einwandsfreien quantitativen Methode der 
Fermentbestimmung. Eine grofe Summe von Arbeit wird zu be- 
wiiltigen sein, bis das gesteckte Ziel erreicht ist. 

Aus der gleichen Fragestellung heraus ist der folgende 
Versuch ausgefiihrt worden. Wie schon mitgeteilt wurde, wird 
|-Leucyl-glycyl-d-alanin von Pankreassaft -+- Darmsaft so abge- 
baut, dafi zuniichst d-Alanin frei wird. Es entsteht |-Leucyl- 
glycin, das_dann gleichfalls gespalten wird. Bei Anwendung 
von Hefeprebsaft verliiuft die Spaltung in ganz anderer Weise. 
Es wird |-Leucin abgespalten und es entsteht voriibergehend 
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Glycyl-d-alanin, wie der folgende Versuch und ein Blick auf 
das folgende Schema zeigt: 
+-20° 


|-Leucyl-glycyl-d-alanin 


ee ae” Soe ee” Se oo 
+109 0° +240 


+. 85° 


— 0° 











Spaltung von l-Leucyl-glycyl-d-alanin mit 
HefepreBbsaft. 
2,5 ccm Stammlésung == '/2000-mol. Tripeptid 


1,0 » Hefeprefisaft 
3,0 » Wasser. 


Zeit in Minuten Abgelesener Winkel in Graden 

3 +- 0,16 (-+- 0,23) 
10 — 0,09 (— 0,02) 
19 . — 0,29 (— 0,22) 
27 — 0,46 (— 0,39) 
38 — 0,60 (— 0,53) 
a+ -—— 0,64 (— 0,57) 
71 — 0,68 (— 061) 
102 — 0,62 (— 0,55) 
110 — 0,66 (— 0,59) 
143 — 0,63 (— 0,56) 
190 — 0,60 (— 0,53) 
360 — 0,49 (— 0,42) 


Die Drehung sinkt sofort und wird negativ. Das Glycyl- 
d-alanin hat in der vorliegenden Konzeniration eine Drehung 
von — 0,52°. Dazu ist noch die Drehung des gebildeten |-Leucins 
hinzuzuaddieren (— 0,10°). Es ist offenbar das Tripeptid quan- 
titativ zwischen Leucin und Glycin gespalten worden. Bei An- 
wendung von Pankreas- und Darmsaft war die Drehung zu- 
nichst gestiegen und erst spéter abgefallen. Also auch hier 
ein Unterschied in dem Angriffspunkt bei den Fermenten ver- 
schiedener Herkunft! 

Endlich wollen wir noch eine Aufgabe erwiihnen, die wir 
uns gestellt haben. Zunichst wird es nodtig sein, die erhaltenen 
Resultate mit groéferen Polypeptidmengen zu wiederholen und 
durch direkte Isolierung der Spaltprodukte zu _ kontrollieren, 
ob der Veriinderung des Drehungsvermégens in einem bestimmten 
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Zeitpunkte der aus der Drehungsiinderung erschlossene Verlauf 
der Hydrolyse tatsachlich entspricht. Wir haben mehrmals 
heobachtet, daB zuniichst aus einem Tripeptid ein Dipeptid ent- 
steht, und erst dieses weiter gespalten wird. Bestiatigt der 
direkte Versuch diesen Schluf, dann gibt uns unsere Methode 
ein Mittel an die Hand, um Produkte, die bei der partiellen 
Hydrolyse von Proteinen erhalten worden sind, einmal bis zu 
einer bestimmten Stufe weiter abzubauen und vor allem, ein 
derartiges Produkt mit einem synthetischen Polypeptid zu ver- 
gleichen. Vorausgesetzt, wir haben durch partielle Hydrolyse 
aus einem Protein ein Tripeptid gewonnen, das bei der totalen 
Hydrolyse dieselben Bausteine und in denselben Mengen liefert, 
wie ein synthetisches Tripeptid. Es ist nun modglich, dab die 
beiden Produkte identisch sind, es ist jedoch auch denkbar, 
dafs nur isomere Verbindungen vorliegen. Eine rasche Ent- 
scheidung dieser Frage ist méglich, wenn gleiche Mengen beider 
Produkte in gleicher Konzentration mit gleichen Mengen der- 
selben Fermentlésung hydrolysiert werden. Die Verfolgung des 
optischen Verhaltens wird sofort AufschluB geben, ob die beiden 
Verbindungen identisch sind oder nicht, ja in vielen Fiillen 
wird man im letzteren Falle aus unseren Erfahrungen heraus 
direkt entscheiden kénnen, in welcher Anordnung die ein- 
zelnen Bausteine sich folgen. So glauben wir, dafi die vor- 
liegende Methode eine bedeutsame Rolle beim Studium der 
partiellen Hydrolyse der Proteine spielen wird, und hoffen in 
nachster Zeit an einem Beispiel ihren praktischen Wert er- 


weisen zu kOnnen. 
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Uber Spongosterin, das Cholesterin aus Suberites domuncula. 
Von 


M. Henze. 


(Chemisch-physiologisches Laboratorium der Zoologischen Station, Neapel.) 


(Der Redaktion zugegangen am 19. Marz 1908.) 


Gelegentlich einer friiheren Untersuchung!) wurde unter 
den Stoffwechselprodukten des Meerschwammes, Suberites do- 
muncula, eine bisher unbekannte cholesterinartige Substanz ge- 
funden, die mit dem Namen «Spongosterin» bezeichnet wurde. 
Mit allem Vorbehalt wurde damals dafiir die Zusammensetzung 
C.9H,,0 als wahrscheinlichste angenommen. 

Inzwischen ist es mdglich gewesen, eine weitere kleine 
Menge dieses Spongosterins zu sammeln, und da man. sich 
gerade jetzt der Untersuchung der Cholesterine eingehender zu- 
gewandt hat, war mir daran gelegen, die Elementarformel dieser 
Verbindung sicher zu fundieren und von neuem festzustellen, 
ob es ein einheitlicher Kérper sei. Letzteres war um so wich- 
tiger, als neuerdings das sonst fiir einheitlich gehaltene Phytosterin 
der Calabarbohne durch Windaus und Hauth?) in Sitosterin 
und Stigmasterin zerlegt, und dabei zugleich auf die Méglich- 
keit hingewiesen wurde, dah auch manche andere Phytosterine 
in ahnlicher Weise auftrennbar sein diirften. 

Die EKinwirkung von Brom auf das Spongosterin fiilirt, 
wie in der oben zitierten Arbeit mitgeteilt ist, nicht zu einem 
einfachen Additionsprodukt in Analogie zum Dibromcholesterin. 


') M. Henze, Spongosterin, eine cholesterinartige Substanz aus 
Suberites domuncula und seine angebliche Beziehung zum Lipochrom 
dieses Tieres, Diese Zeitschrift, Bd. XLI, 8. 109. 

?) Windaus u. Hauth, Ber. d. Deutsch. chem. Ges., Bd. XXXIX, 
S. 4378: Bd. XL, S. 3681. 
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Was dabei entstand, multe damals aus Materialmangel unent- 
schieden bleiben. Es hat sich jetzt herausgestellt, dab Spongosterin 
Halogen tiberhaupt nicht addiert, also wohl zweifellos eine ge- 
siittigte Verbindung ist, auf die das Brom substituierend wirkt: 
weiter aber hat sich auch erwiesen, dafs das Spongosterin ein 
neues Homologes des Cholesterins ist. 

Da Windaus und Hauth in der Bromierung des Phyto- 
sterinacetats eine Methode zur Trennung desselben in die oben- 
genannten beiden Verbindungen (cf. oben) gefunden hatten, war, 
in der Hoffnung auf éhnlichen Erfolg, urspriinglich derselbe 
Weg eingeschlagen und die Einwirkung von Brom auf das 
Spongosterylacetat untersucht worden. 


Spongosterylacetat. 


Dieser schon friiher beschriebene und in der dort ange- 
gebenen Weise dargestellte Ester krystallisiert in schOnen grofen 
perlmuttergliinzenden Bliattchen vom Fp. 124,5°. Analyse der 
bei 105° getrockneten Verbindung : 

0.2274 g gaben CO, = 0,6706 g 
H,O = 0,2400 » 
Gefunden : C = 80,48*%, H = 1 
Fiir C,;H,,OC,H,O berechnet: » = 80,93°/o, » = 11, 


Monobromspongosterylacetat. 


Laibt man eine fiir 2 Molekiile Brom berechnete Menge 
Brom in Kisessig langsam zu einer Atherlésung von 1 Molekiil 
Spongosterylacetat zutropfen, so tritt schon nach ganz kurzer 
Zeit die Entfiirbung der Bromlésung nur noch sehr langsam 
ein, um, noch ehe die Hialfte des berechneten Broms zugesetzt 
ist, iiberhaupt nicht mehr zu verschwinden. Nach einigem Stehen 
beginnt die Krystallisation eines K6érpers, der fast scharf bei 
151° schmilzt. Es zeigte sich, daB derselbe nur 13—14°/o 
Brom statt der fiir ein Dibromid berechneten ca. 28°/o enthielt. 
Wie die Analyse ergab, handelte es sich offenbar um ein Mono- 
bromspongosterylacetat, das durch geringe Beimengung von 
unveriindertem Acetat verunreinigt war. Durch fortgesetztes 
Umkrystallisieren aus Eisessig und aus Alkohol erhoht sich der 
Fp. auf 157°. In Alkohol ist die Verbindung ziemlich schwer 
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léslich und krystallisiert in kleinen diinnen, gliinzenden Blittchen. 
Ather, Chloroform und Benzol nehmen sie leicht auf. 


Analyse: 
0,2434 g Substanz gaben 0,0830 g AgBr 
0),2964 » > >» (01052 >» » 
Gefunden : 14,51°’o Br und 15,10°/o Br 


Fiir C,,H,,OC,H,O Br berechnet: 15,71°/o » 
Die Brombestimmungen sind leider nicht befriedigend. 
Fiir weitere Analysen fehlte es an Material, da die Ausbeute 
an reiner Substanz durch das notwendige vielfache Umkrystalli- 
sieren aufs geringste reduziert wurde. 
0.2194 g gaben 0,5534 g CO, 
0.2064 » H,O 
Gefunden: C == 68,79°/o, H = 10,45°%/o 
Berechnet (C,,H,,OC,H,OBr): » == 68,37%, » = 9,63%o 


Reduktion des Monobromspongosterylacetats. 


Das Bromacetat (0,8 g) wird in Eisessig gelést und mit 
Zinkstaub (1 g) 3—4 Stunden am Riickflubkiihler gekocht. Wird 
die Fliissigkeit hierauf bis zur beginnenden Triibung mit Wasser 
verdiinnt, so erfolgt beim Abkiihlen die Ausscheidung eines 
Krystallbreies, der beim Umkrystallisieren aus Alkohol in grofe 
Blattchen verwandelt wird, die keine Halogenreaktion mehr 
geben. Der Schmelzpunkt derselben liegt genau bei 124,5° 
faillt also zusammen mit dem des Spongosterylacetats. Beim 
Verseifen dieses KOrpers mit 1°/oiger wasseriger alkoholischer 
Kalilauge gewinnt man das Spongosterin mit Fp. 124° zuriick. 

Analyse der wasserfreien Substanz: 
0,2150 g Substanz gaben CO, = 0,6564 g 
H,O = 0,2490 » 
Gefunden: C = 83,27°%o, H = 12,860 
Berechnet fiir C,,H,,0: » = 83,50°%o, » = 12,37°o 

Dieses Verhalten des Spongosterins, d. h. seine Uber- 
fiihrung in das Bromacetat und Riickverwandlung in das gleiche 
Ausgangsmaterial spricht von neuem fiir seine Einheitlichkeit. 
Noch weiter wird dies durch die folgende Beobachtung gestiitzt. 

Aus der Mutterlauge, aus der das Bromacetat (Fp. 157°) 
bei seiner Darstellung auskrystallisiert, erhilt man bei Ver- 
dampfen des Athers und bei darauffolgendem Zusatz von Wasser 
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eine Krystallisation, deren Fp. auch nach wiederholtem Um- 
krystallisieren unscharf zwischen 135—140° liegt. Der Brom- 
gehalt dieses Kérpers betriigt rund 7°/o. Offenbar hat man es 
mit einem Gemenge von Bromspongosterylacetat und infolge 
der Unvollstiandigkeit der Bromierung noch unverindertem Acctat 
zu tun. Durch Umkrystallisieren lief sich eine Trennung nicht 
erreichen, wenigstens nicht mit den zu Gebote stehenden Ma- 
terialmengen. Handelte es sich nun, wie wahrscheinlich, nur 
um das genannte Gemisch und nicht etwa noch um einen dem 
Spongosterin urspriinglich beigemengten fremden Korper, so 
durfte dieses Gemisch bei der Reduktion, mit Zinkstaub und 
darauffolgender Verseifung nichts als reines Spongosterin geben. 
Dies ist in der Tat der Fall. Die resultierende Verbindung 
schmilzt scharf bei 124°. Gemische derselben mit reinem Spongo- 
sterin bewirken keine Veranderung dessen Schmelzpunktes. 





Spongosterin. 

Infolge der oben mitgeteilten Erfahrungen iiber das Mono- 
bromspongosterylacetat stellte sich heraus, daf die friiher fiir 
das Spongosterin als wahrscheinlich angenommene Forme! nicht 
die richtige sein konnte. Die friiheren Analysen ergaben im 
allgemeinen einen fiir die Formel C,,H,,0 um 1—1!/2°/o zu 
niedrigen Kohlenstoffgehalt. Der dadurch entstandene Irrtum 
beruht auf der auBerordentlich schweren Verbrennbarkeit der 
Verbindung und fiihrte zur Annahme der damaligen Formel. 
Nach der nunmehr im Sauerstoffstrom unter Anwendung von 
Bleichromat durchgefiihrten Verbrennung des Spongosterins und 
der iibrigen Derivate folgt, daf das Spongosterin ein Homologes 
des Cholesterins und zwar eine gesittigte, d. h. eine zwei Atome 
Wasserstoff mehr enthaltende Verbindung ist. Der Schmelz- 
punkt liegt richtiger bei 123—-124° statt, wie friiher angegeben, 
ber 121°. 


Analyse des bei 105° getrockneten Spongosterins: 
0.1685 g gaben CO, = 0,5150 g; H,O = 0,1920 g 
O1416 >» » >» == 04334 >; » = 0,1590 >» 

Gefunden : , = 83,35°%o, H = 12,66°%/o 
> == 83.48%, >» = 12,48°%7o 
(,,H,,O berechnet: » = 83,50°%o, » = 12,37°/o 
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Den friher fiir das Spongosterin angegebenen Reaktionen 
und Konstanten ist nichts weiter zuzufiigen. Das damals er- 
wihnte Bromprodukt wird sich jedenfalls als ein unvollstiindig 
bromiertes Spongosterin erweisen. Eine Revision mubte aus 
Materialmangel einstweilen unterbleiben. 

Ein weiterer Beweis fiir die Formel C,,H,,O ergibt sich 
auch aus der Brombestimmung eines anderen Bromderivates, 
naimlich des Bromacetylspongosterins. 


Bromacetylspongosterin. 


3g entwiisserten Spongosterins werden mit etwas tiber- 
schiissigem Bromacetylchlorid auf dem Wasserbad im K6lbehen 
erwiirmt, bis die Chlorwasserstoffentwicklung beendet ist. Das 
Reaktionsprodukt wurde unter Wasser zerrieben und, nachdem 
es in Ather aufgenommen worden war, diese Atherlisung mit 
verdiinnter Sodalisung mehrfach gut durchgeschiittelt. Der Ather 
hinterlaft beim Verdunsten ein fast reines Produkt. Aus Alkohol 
oder Aceton krystallisiert das Bromacetylspongosterin in kleinen 
weifen Krystillchen, die scharf bei 171° schmelzen. In den 
genannten Lésungsmitteln ist die Verbindung ziemlich schwer 
loslich. 

Bei der Analyse lieferten: 
1. 0.3166 g Substanz 0,1190 ¢ AgBr 


t=] 


[f. 0.2700 » > 0.0995 >» » 
Gefunden: I. 15,99° Br, Il. 15,68’. Br 
C,,H,,OC,H,0 Br berechnet: 15,71°/o Br. 
Ein kleiner zur Verfiigung stehender Rest von Spongosterin 
erlaubte noch, die folgenden Versuche anzustellen. 


Spongosterylehlorid. 


4 g trockenes Spongosterin wurden mit 3 g Phosphor- 
pentachlorid in der Keibschale zusammengerieben und das 
schmierige Produkt nach 2 Stunden mit Wasser iibergossen und 
zerrieben. Das dabei erhartende Produkt wird zuniichst aus 
Eisessig und denn mehrmals aus Alkohol umkrystallisiert. Es 
schied sich daraus in kleinen moosartig zusammenhangenden 
Krystallchen ab. Der Schmelzpunkt dieses Chlorids lag bei 91°. 
Ather, Aceton, Chloroform nehmen die Verbindung leicht auf. 
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Spongosten. 


Die Gesamtausbeute an Spongosterylchlorid wurde ver- 
wandt, um daraus zum entsprechenden Kohlenwasserstoff 7, 
gelangen, in der Hoffnung, derselbe werde in der Analogie zum 
Cholesterin und Sitosten besondere Krystallisationstendenz zeigen. 

2 g Spongosterylchlorid wurden in 60 ccm Amylalkoho! 
gelost und in die im Sieden gehaltene Fliissigkeit langsam 2 g 
Natrium eingetragen. Die sich voriibergehend gelblich farbende 
Fliissigkeit wird nach Beendigung der Reaktion zweimal mit 
Wasser durchgeschiittelt, die amylalkoholische Schicht abge- 
hoben und der Amylalkohol im Vakuum abdestilliert. Es hinter- 
bleibt ein in Wasser, Eisessig und Alkohol unldsliches Ol, das 
von Schwefelkohlenstoff, Ather und Chloroform leicht aufge- 
nommen wird. Das Produkt widerstand allen Krystallisations- 
versuchen. Zur Bestimmung des Siedepunkts reichte die Quan- 
titait desselben nicht. Dieses also bei gewOhnlicher Temperatur 
fliissige Spongosten addiert in atherischer Losung Brom, doch 
ist dieses Bromprodukt ebenfalls 6lf6rmig, soda auch dafiir 
vorderhand analytische Daten nicht beizubringen waren. 
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(Der Redaktion zugegangen am 19, Marz 1908.) 





Die folgenden Beobachtungen suchen einen weiteren Bei- 
‘rag zur Kenntnis des chemischen Stoffhaushaltes der Octopoden 
zu bringen. In einer friiheren Arbeit!) wurde gezeigt, dali weder 
in den Muskeln noch in der Leber (Hepatopankreas) dieser 
Tiere Glykogen zur Ablagerung kommt. Das Glykogen fehlt 
vollig bei diesen Cephalopoden. Diese auffallende Tatsache gab 
die Veranlassung, zunichst einmal zu priifen, inwieweit eventuell 
Pentosen von Bedeutung fiir den Stoffwechsel dieser Tiere sind 
und ob méglicherweise auf Pentosane Riicksicht zu nehmen ist. 
bekanntlich wurde von R6hmann?) im Hepatopankreas von 
Aplysien ein Pentosan gefunden; freilich ist dasselbe identisch 
mit dem aus der Nahrung stammenden Rhamnosan von Ulva 
lactuca, welche die Nahrung dieser Tiere bildet, und da ander- 
-eits bei Aplysia das Hepatopankreas zugleich ein Resorptions- 
organ ist, stammt das darin vorkommende Pentosan offenbar 
aus der Nahrung und ist nicht als Reservematerial analog dem 
Givkogen aufzufassen. 


Pentosengehalt des Octopusorganismus. 


Nachdem durch eine Reihe qualitativer Vorversuche das 
Vorkommen von Pentosen im Organismus der Octopoden sicher- 


‘) M. Henze, Beitraége zur Muskelchemie der Octopoden, Diese 
Zeitschrift, Bd. XLIII, S. 477. 

*) F. ROhmann, Einige Beobachtungen iiber die Verdauung der 

Starke bei Aplysien und das Rhamnosan der Ulva lactuca. Sonderabdruck 
is Salkowskis Festschrift. 
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gestellt worden war, wurden die in folgender Tabelle zusammey- 
gestellten quantitativen Bestimmungen gemacht. Es dientey 
dazu die Erfahrungen von Grund und von E. Benedix wn 


Ebstein,!) die gute Resultate gaben. 


Es geniigt somit, hin- 


sichtlich der Methodik auf diese Arbeiten zu verweisen. 











Frisch- », Phloro- Pentose 
~” Trocken- Pa eee 
Organ ge- aa ies in Prozent} Mittel 
wsiune gewicht | nleder- P te Trocken- 
—schlag | SUNCEN  gewicht 
226 5.0300 00132] 0,0169 0,33 
27 5 GOK 295 3¢ 
Muskel | 20  5,6500 0,0180] 0,0223 0,39 | 3g 
| 25,0 5.6500 | 0,0160 } 0,0202 0,36 
| 25,0 5,6500 | 0,0180 | 0.0223 0,39 
Mantel 390 4,5200 | 0,0186] 0,0229 | 0,50 
muskel 
Hepato- 38 12359 | 0,086] 0,0125 1,00 
10,0 3,696 | 0,0252 0,0348 0.95 0,89 
pankreas 435 | 4550 | 0,0280] 0,0328 0,72 
25.0 1039 00,0668] 0,0733 0,70 _ | Bier dem 
he ear ‘ a 0,79 | Tier ent- 
Fier 7,87 3,274 | 0,0240] 0,0286 0.88 | rence 
15,0 3,200 | 0,0223] 0.0368 _ 1,15 ~~ al 
| | eg 
Niere | 15,5 | 1,7 0.0094] 0.0133. 0,77 
Kieme 16,5 3,11 0,0228 | 0,0273 0,88 
Hamo- | Kein Pentose- 
saad oe — | Nieder- mer _ 
cyanin frei 
; | schlag 


NB. 








und zwar berechnet sich (cf. Grund, loc. cit.): 
Phloroglucidniederschlag “ 1,045 +- 0,00305. 


Xylose 


— 





Der Phloroglucinniederschlag wurde auf Xylose umgereciin:' 


Die in der Tabelle zusammengestellten Werte weiciien. 
soweit ein Vergleich méglich ist, nur wenig von den bei Wirbe!- 
tieren gefundenen ab. Es scheint schon deshalb ausgeschlos-et. 


1) G. Grund, Diese Zeitschrift, Bd. XXXV, S. 111, und E. Benedis 
und Ebstein, Zeitschrift f. Allg. Physiol., Bd. If, S. 1. 
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daB bei den Octopoden an ein Reservematerial in Form von 
Pentosanen zu denken wire. Bemerkenswert ist nur der mehr 
als dreimal so grofe Pentosengehalt des Muskels im Vergleich 
zum quergestreiften Wirbeltiermuskel. Méglicherweise diirfte 
dies auf den hdheren Gehalt des Muskels an Nucleoproteiden 
zuriickzufiihren sein. Wir haben es hier mit glatten Muskeln 
zu tun, deren Gehalt (Muskelmagen von Schwein und Gans) 
an Nucleoproteiden nach Munk und Velichi') etwa fiinfmal 
so grof ist als der der quergestreiften Muskulatur. Eine Ab- 
trennung der Nucleoproteide von den iibrigen Muskeleiweib- 
kOrpern bei Octopus ist mir bisher nicht gelungen, um dies 
direkt nachweisen zu kénnen. 

Ziemlich hoch scheint auch der Pentosengehalt der Eier, 
obwohl hier modglicherweise der Glykoproteidreichtum der Ei- 
hiillen die Werte ein wenig beeinflussen kénnte. 

Der Pentosengehalt des Hepatopankreas steht etwa mit 
dem der Wirbeltiere auf gleicher Héhe, erscheint jedoch sicher 
etwas niedriger infolge des grofen Fettreichtums des Organs. 


Kohlehydrate der Octopuseier. 


Ich verfiigte tiber eine groBere Quantitaét Eier, die den 
getoteten Tieren entnommen und in Alkohol konserviert waren. 
Da der Pentosegehalt derselben nach obigen Bestimmungen 
ziemlich betriichtlich ist, wurde versucht, diese Pentose niiher 
zu charakterisieren. 

I. Versuch. 50g trockene, im Morser zerriebene Eier 
wurden mit 700 cem 4°/oiger Bromwasserstoffsaéure 3'/2 Stunden 
im Wasserbad erwarmt. Der gr6ébte Teil bleibt dabei unge- 
lost. Man prefit unter Nachwaschen mit Wasser gut ab. Die 
braungefirbte Fliissigkeit wird mit Bleicarbonat nahezu neu- 
tralisiert und auf schwach angehitztem Wasserbad vorsichtig 
konzentriert. Konzentration im Vakuum war wegen des starken 
Schiumens unmdéglich. Hierauf fallt man den Syrup mit ab- 
solutem Alkohol und kocht ihn damit aus. Der nach Abdestil- 
lieren des Alkohols im Vakuum verbleibende Riickstand wird 
in Wasser aufgenommen. Die Lésung gibt sowohl stark die 





‘) Munk und Velichi, C. f. Physiol., 12. 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. LV. HO) 
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Kohlenhydratreaktion mit a-Naphthol-Schwefelsaure, als auch 
die Orcin- und Phloroglucinprobe. 

100 ccm Fehlingsche Lésung verbrauchten von der 3:! 
100 cem aufgefiillten Lésung rund 2 cem zur Reduktion. 

Der Gesamtzuckergehalt wiirde demnach betragen: 

auf Traubenzucker berechnet 2,70 g. 
Xylose » 2,38 » 

Die zuckerhaltige Fliissigkeit wurde nunmehr mit 4 cern, 
Phenylhydrazin und der berechneten Menge Essigsiéure im Wasser- 
bad 1! 2 Stunde erwirmt. Schon in der Wirme scheidet sich 
ein in Nadeln krystallisierendes Osazon ab. Nach der Reinigung 
aus Pyridinwasser und Umkrystallisation aus Alkohol schmolz 
es bei 197—198°. | 

Kine Loésung von 0,2 g in 4 ecm Pyridin +- 6 ccm Al- 
kohol drehte in 10 em dicker Schicht den polarisierten Licht- 
strahl um — 1° 30', was mit den von Neuberg!) fiir Glukosazon 
resp. fiir das Osazon des Chitosamins gemachten Angaben iiber- 
einstimmt. Ein Pentosazon zu erhalten gelang nicht. 

I]. Versuch. 200 g frische Eier (entsprechend ca. 80 g 
Trockensubstanz) wurden mit 600 ccm 3°/oiger Schwefelsiiure 
3 Stunden unter Riickflufy gekocht. Der entstandene Brei wurde 
unter Zusatz von Alkohol koliert und scharf abgepreft, eine 
Prozedur, die wegen der schleimigen Beschaffenheit der Masse 
sehr unangenehm ist. Nach Verjagen des Alkohols wurde die 
klar filtrierte Losung auf 5°/o Schwefelsaure gebracht und mit 
Phosphorwolframsiure gefillt. Im Filtrat hiervon wurde die Phos- 
phorwolframsiiure durch Barythydrat ausgefallt unter schwacher 
Sauerhaltung der Reaktion mit Essigsiiure. Das klare Filtrat, 
welches keine EiweifBreaktion mehr gab, lieferte die Pentosen- 
reaktionen. Die Titration ergab ca. 2 g Zucker. Die Darstellung 
des Osazons erfolgte in der gewOhnlichen Weise. Das isolierie 
Produkt bestand der gréBten Menge nach aus Phenylglukosazoun., 
doch gaben die Mutterlaugen ein in Wasser leicht ldésliche- 
Qsazon, das bei ca. 170° schmolz und auch Pentosereaktion 
gab. Eine weitere Reinigung war wegen der geringen Materia'- 
mengen unmdglich. 


') C. Neuberg, Ber. d. Deutsch. chem. Ges., Bd. XXXII, 5. 335: 
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III. Versuch. 100g trockene Eier wurden wie in Ver- 
such I mit Bromwasserstoffsiure behandelt, die resultierende 
zuckerhaltige Fliissigkeit aber diesmal der Oxydation mit Sal- 
petersiiure (cf. Neuberg, Ber. d. D. chem. Ges., Bd. XXXIV, 
S. 3840) unterworfen. Aus einem Teil der Oxydationsfliissigkeit 
wurde versucht das Hydrazid der Zuckersiiure zu gewinnen. 
Da dies nicht gelang, dirfte keine Zuckersaure gebildet worden 
sein, mithin keine Glukose in der urspriinglichen Zuckerlosung 
vorhanden gewesen sein, was zugleich ein neuer Beweis fiir 
das Fehlen des Glykogens ist. Der andere Teil der Oxydations- 
ljsung wurde mit Cinchonin versetzt. Die geringe dabei aus- 
fallende Abscheidung reichte nicht hin, uni dieselbe durch Analyse 
als Cinchoninsalz der Norisozuckersiiure zu charakterisieren, 
doch diirfte es sich um diese, mithin um Chitosamin in der 
urspringlichen Zuckerlosung handeln. 

Das Chitosamin stammt wohl zweifellos aus dem Glyko- 
proteid der Eihtlle. Das Vorkommen solcher Proteine hat auch 
Fiirth!) bei den Eihiillen von Sepia und Loligo beabachtet. 
Kine mechanische Abtrennung der Eihiillen vom Ei, wie dies 
Fiirth bei den genannten Tieren gelang, ist bei Octopoden- 
elern kaum durchftihrbar. Die Pentose als solehe mit volliger 
Sicherheit zu charakterisieren, ist mir infolge der gleichzeitigen 
Anwesenheit grober Chitosaminmengen demnach nicht gelungen. 

Purinbasen sind in den dem Tiere entnommenen Eiern 
nach der Hydrolyse deutlich nachweisbar. 


Die Muskelpentose. 


Bisher wurde vergeblich versucht, eine befriedigende Tren- 
nung der MuskeleiweiBkérper zu finden; der frische Muskel 
wurde deshalb von Haut befreit in toto verarbeitet. Im fol- 
genden ein Beispiel. 

220 g frischer Muskel wurden zerkleinert und 2!/2 Stunden 
mit 2°/oiger Schwefelsiiure gekocht. Die filtrierte Fliissigkeit 
wurde mit Barytwasser eben alkalisch gemacht und sofort wieder 
mit Essigsiure schwach angesiiuert. Vom entstandenen Nieder- 





') 0. v. Fiirth, Uber Glykoproteide niederer Tiere, Hofmeisters 
Beitriige, Bd. I, 5. und 6. Heft. 


5O* 
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schlag wurde filtriert und die auf einen Gehalt von 5°/o Schwefel- 
siure gebrachte Fliissigkeit mit Phosphorwolframsdure gefiillt. 
Im Filtrat wurde die Phosphorwolframsdure mit Baryt entfernt. 
Die resultierende klare Fltissigkeit gab ausgesprochene Pen- 
tosenreaktion. 

10 com Fehlingsche Losung wurden von 25 cem der 
auf 250 ccm gebrachten Fliissigkeit reduziert; d. h. die Fliissig- 
keit enthélt 0,47 g Zucker als Xylose berechnet. 

Die etwa auf!/s konzentrierte Fliissigkeit wurde mit Pheny!- 
hvdrazin und der berechneten Menge Essigsiiure erwirmt. Es 
erfolgte in der Wiarme nur eine minime Abscheidung, wohl 
aber beim Abkiihlen der Reaktionsfliissigkeit. Das Osazon ist 
schwefelgelb, leicht léslich in heifem Wasser und krystallisier' 
in kleinen verfilzten Nadelchen, die beim Ausscheiden aus der 
Mutterlauge den Eindruck einer gerinnenden Substanz machen. 
Es schmilzt bei 160° (Fp. des l-Xylosazons 158—161°.) Um 
weitere Versuche damit zu machen, geniigte das Material nicht, 
doch hoffe ich bald noch durch Analyse usw. einwands!rei 
nachzuweisen, dafi es sich um I-Xylose handelt. 


Zur Chemie des Hepatopankreas. 


a) Kupferhaltiges Nucleoproteid. 
b) Pentosengehalt. 
c) Fette und Cholesterin. 


Hinsichtlich seiner physiologischen Bedeutung ist das He- 
patopankreas der Octopoden schon mehrfach Gegenstand der 
Bearbeitung gewesen, wahrend iiber die dort zur Umsetzung 
kommenden chemischen Stoffe noch wenig bekannt ist. Dus 
Hepatopankreas ist ein braungefarbtes, sehr fett- und pigment- 
reiches Organ, das in den Wintermonaten bedeutend grdber, 
fettreicher und von hirterer Konsistenz ist, als im Sommer. 
Durchschnittlich enthilt es 63°/o Wasser und etwa 15°/o Fett 
auf Trockensubstanz berechnet. 

Schon friiher habe ich erwahnt, daB das Hepatopankreas 
kein Glykogen enthaélt. Zahlreiche neue Versuche an den vollig 
frischen Organen von reichlichst gefiitterten Tieren haben dics 
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von neuem bestatigt, gleichgiltig, welche Methode der Glykogen- 
hestimmung dabei zur Anwendung kam. 

Um fiir die folgenden Untersuchungen hinreichend Material 
anzusammeln, wurden die sauber herauspriparierten Organe 
vom eingeschlossenen Tintenbeutel befreit und zerschnitten in 
Alkohol konserviert. Zur weiteren Verarbeitung wurden die- 
selben unter Alkohol zu Brei zerrieben und dieser im Soxhlet 
villig ausgeithert. Der Alkoholauszug wurde mit dem atherischen 
vereinigt. Eine direkte Untersuchung der Eiweifsubstanzen des 
frischen Organs scheint kaum moglich infolge des grofien Fett- 
gehaltes. 

a) Nucleoproteid. 

Die obige, nach Erschépfung mit Ather zuriickbleibende 
Organsubstanz bildet ein griinschwarzes Pulver. Dasselbe wurde 
zunichst mit nicht zu grofen erneuten Wassermengen in der 
Kilte extrahiert. Der filtrierte, klare Auszug reagiert eben sauer, 
ist griinschwarz gefirbt und fiirbt sich beim Stehen dunkler. 
Bei frischen Organausziigen ist diese von der Oberfliiche her 
erfolgende Dunkelfarbung sehr auffallig. Zweifellos beruht dies 
auf der Anwesenheit eines Oxydationsfermentes. 

Die Riickstiéinde der Wasserextraktion wurden in eine 
Sodalésung von 0,5°%oo gegeben, damit 12 Stunden in der 
Kilte unter Ofterem Umrihren stehen gelassen und der Boden- 
satz dreimal in der gleichen Weise behandelt. Zuletzt wurde 
fast nichts mehr an die Sodalésung abgegeben. Die alkalischen, 
klar filtrierten Ausziige wurden mit Essigséiure ausgefallt. Der 
Niederschlag wurde wieder in SodalOsung aufgenommen und 
von neuem mit Essigsiéiure niedergeschlagen. Das auf diese 
Weise dreimal umgefallte Nucleoproteid wurde in zwei Teile 
geteilt. Der eine Teil direkt mit Wasser, Alkohol und Ather 
gewaschen und getrocknet (Praparat |) und der zweite vor 
dieser Behandlung noch ein viertes Mal umgefallt (Praparat II). 
Das so dargestellte Nucleoproteid (wie weit dasselbe nativ ist, 
laht sich natiirlich bei allen auf aéhnliche Weise gewonnenen 
Nucleoproteiden nicht sagen) ist ein fast weifes Pulver, das 
Kiweifi und Pentosenreaktion liefert und eine Purinbasenfiiilung 
nach der Hydrolyse gibt. AuBerdem enthalt es Kupfer, wie 
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sich leicht nachweisen aft. Eisen konnte dagegen nicht ge- 
funden werden. Auf das wahrscheinliche Vorkommen kupfer- 
haltiger Nucleoproteide in dem Hepatopankreas von Octopus, 
Eledone, Loligo habe ich schon friiher hingewiesen. ') 

Analyse des bei 105° zur Gewichtskonstanz gebrachten 
Nucleoproteids : 

Zur Cu- und P-Bestimmung wurde mit Soda und Sal- 
peter geschmolzen. Die Schmelze in Salzsiéure geldst, der 
Uberschuls} abgeraucht, das Cu als CuS ausgefiillt, gegliiht an 
der Luft und als CuO gewogen. Im Filtrate wurde die Phosphor- 
siiure als Molybdat gefallt und als Mg,P,O0, gewogen. Die Stick- 
stoffbestimmungen wurden nach Kjeldahl gemacht. 

Priparat I. 0,5764 g gaben 0,0068 g CuO = 0,0054 g Cu 

d. h. Cu-Gehalt = 0,95°%o 


> » > 0,0122 g Mg,P,0, 
d. h. P-Gehalt = 0,59 °/o 
Priparat Il. 0.6224 ¢ gaben 0,0076 g CuO = 0,0607 g Cu 
d. h. Cu-Gehalt = 0,99°/o 
> » »  0,0206 g Mg,P,0. 
d. h. P-Gehalt = 0,92°/o 
Priparat I. 0.1650 g, nach Kjeldahl verbrannt, verbrauchten 
16.85 cem "'1o*H,SO,, d. h. N-Gehalt = 14,30°/o. 
Praparat II. 0.2125 g, nach Kjeldahl! verbrannt, verbrauchten 
21.50 cem "/10-H,SO,, d. h. N-Gehalt = 14,60°/o. 
Der Pentosengehalt wurde, wie friiher erdrtert, bestimmt 
und auf Xylose berechnet. Es gaben: 


Priparat I. 0.1672 g 0.0060 g Phloroglucidniederschlag 
d. h. Pentosengehalt = 5,6°/o. 


Priparat II. 0,1697 g 0,0095 g Phloroglucidniederschlag 
d. h. Pentosengehalt = 5,6°/o. 


Die fiir die beiden Préparate gefundenen analytischen 
Werte stimmen gut iiberein. Eine kleine Abweichung zeigen 
die Phosphorbestimmungen, doch diirfte dies darauf beruhen, 
dai das Praéparat mit dem niedrigeren Werte zur. Veraschung 
nur mit konzentrierter HNO, abgeraucht, statt mit Na,CO, + 
NaNO, geschmolzen worden war. 


') Henze, Uber den Kupfergehalt der Cephalopodenleber, Diese 
Zeitschrift, Bd. XXXII, S. 417. 
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Das Nucleoproteid des Hepatopankreas enthalt demnach 
m Durechschnitt: 


N = 14,23°/o 
P == 0,92°/o 
Cu == 0,96%e 
Pentose == 5,6°/o 


In bezug auf den Wasserauszug der urspriinglichen ent- 
‘etteten Lebersubstanz ist zu bemerken, da’ derselbe bei Fiillung 
mit 14/2 Volumen Alkohol einen graugriinen Niederschlag gab, 
der Phosphor enthielt bei nur 9,5°/o Stickstoff; dagegen betrug 
sein Cu-Gehalt 14,8°/o. 

Bei Zusatz eines weiteren Volumens Alkohol entstand 
ein Niederschlag, der bei 7,6°/o Stickstoff einen Pentosegehalt 
von 13°/o zeigte. Es diirfte sich wohl um Zersetzungsprodukte 
des Nucleoproteids handeln. 

b) Die Pentose des Hepatopankreas. 


Die zuletzt erwahnte Beobachtung wurde zur Isolierung 
der Pentose des Hepatopankreas verwendet, indem nicht nur 
das Nucleoproteid, sondern auch der bei Fallung des wiisserigen 
Auszuges der Lebersubstanz mit 2 Volumen Alkohol entstehende 
Niederschlag der Hydrolyse mit 4°/ciger Bromwasserstoffsiiure 
unterworfen wurde. Die mit Bleicarbonat abgesittigte Zer- 
<etzungsfliissigkeit zeigte nach weiterer Verarbeitung (cf. die 
frilher zitierte Arbeit Neubergs) einen Pentosegehalt von 
0.8°/o bei der Titration mit Fehlingscher Losung. Das daraus 
sewonnene QOsazon gab eine kleine Menge eines in heifem 
Wasser schwer léslichen und bei ca. 205° schmelzenden Osazons 
(offenbar Phenylglukosazons) neben dem scharf bei 158—161 ° 
schmelzenden Osazon. Dieser Schmelzpunkt diirfte mit Sicherheit 
auf das Vorliegen von |-Xylosazon schliefen lassen. 


¢) Fette und Cholesterin des Hepatopankreas. 


Bei den vorstehend mitgeteilten Versuchen wurde eine 
groBere Menge Fett des Hepatopankreas gewonnen, die er- 
‘aubte, einiges iiber die Natur der noch unbekannten Fett- 
‘ubstanzen dieses Organs festzustellen. 

Das nach Abdestillieren des Athers hinterbleibende Fett- 
gemenge ist diinnfltissig und tief rotgelb gefiirbt infolge des 
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mit in Losung gehenden Lipochroms (pigment xanthophylloide 
von Dastre). Der Gang der Untersuchung gestaltete sich 
wie folgt: 

Ca. 50 g Rohfett wurden in 50 ccm Alkohol gelést und 
mit einer L6sung von 15 g KOH in 10 ccm Wasser +- 50 cem 
Alkohol auf dem Wasserbad verseift. Nach Verjagen des 
Alkohols lésen sich die Seifen glatt in Wasser. Diese Liésung 
wird mit Chlorcalcium versetzt. Die ausfallenden Kalkseifen, 
welche das Lipochrom mit niederreifen, lassen sich gut auf 
der Nutsche absaugen und auswaschen. Das klare, hellgelb- 
liche Filtrat wird mit Schwefelséure angeséuert und zweima! 
ausgeiithert. Dieser Atherauszug wird mit der Hauptmasse der 
Fettsiuren vereinigt. Die von Ather befreite und neutralisierte 
wiisserige LOsung bringt man zur Trockene und extrahiert mit 
absolutem Alkohol. Der nach Abdestillieren des Alkohols hinter- 
bleibende sirupdse Riickstand gibt alle Glycerinreaktionen. Er 
lost CuO in alkalischer Lésung und zersetzt sich bei trockener 
Destillation in Akrolein. 

Die Kalkseifen werden nach dem Trocknen fein zerrieben 
und im Soxhlet mit Aceton extrahiert. Die Acetonlésung hinter- 
labt fast reines Cholesterin in nicht unbetrachtlicher Menge. 
Nach dreimaligem Umkrystallisieren desselben aus Alkohol zeigt 
es neben den bekannten Reaktionen den Fp. 145°, der mil 
dem des Wirbeltiercholesterins zusammenfiallt. Es ist dieser 
Befund insofern noch von Interesse, als sich bei Wirbellosen 
auch andere cholesterinartige Substanzen finden. ') 

Aus den mit Aceton extrahierten Kalkseifen werden die 
Fettsiuren durch Schwefelsiiure in Freiheit gesetzt, die ab- 
geschiedenen Siiuren abfiltriert und die wasserige LOsung aus- 
geathert. Dieses Siiuregemenge wurde im Dampfstrome desti!- 
liert. Es gehen dabei geringe Mengen fliichtiger Siiuren iiber. 
Nachdem das Destillat nach Absiittigung mit Soda eingeengt 
und nach Ansiuren mit Phosphorsiure nochmals mit Wasser- 
dampf destilliert worden war, war die tibergehende Saure- 


') M. Henze, Spongosterin, eine cholesterinartige Substanz aus 
Suberites domuncula und seine angebliche Beziehung zum _ Lipochrow 
dieses Tieres, Diese Zeitschrift, Bd. XLI. S. 109. 
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menge so gering, daB keine Trennung derselben moglich war. 
ks handelte sich, dem Geruch nach zu urteilen, um etwas 
Buttersdure oder Capronsiure. 

Die nicht fliichtigen Fettséiuren wurden in Alkohol geldést, 
in Bleisalze iibergefiihrt und diese nach dem Trocknen mit 
Ather behandelt. 

Die atherunloslichen Bleisalze wurden mit Salzsiiure zer- 
legt und unter Wasser umgeschmolzen. Der Schmelzpunkt der 
Rohséiuren lag bei ca. 40°. Die alkoholische Lo6sung derselben 
wurde durch Fallung mit Baryumacetat in 7 Fraktionen zer- 
legt. Der Schmelzpunkt der daraus freigemachten Siiuren lag 
gleichmafhig bei allen Fraktionen zwischen 50—54°. Es wurden 
deshalb mehrere Fraktionen vereinigt und aus Alkohol, zuletzt 
aus Petrolather umkrystallisiert. Der Schmelzpunkt lag bei 53°. 

Ein daraus dargestelltes Ba-Salz zeigte folgende Analysen- 
werte: 

I, 0.2826 g = 0,0980 g BaSO, II. 0.1280 g = 0,0441 g BaSO, 


= 20,38°/o Ba. = 20,26°/o Ba. 
Palmitinsaures Ba verlangt 21,17°o Ba 
Stearinsaures » » 19,49°/o >» 


Es dirfte sich also wohl um fast reine Palmitinsiiure 
handeln, dem etwas Stearinséiure beigemengt ist. Fitir den 
Schmelzpunkt eines Gemenges, bestehend aus 80°/o Palmitin- 
siure -—- 20°/o Stearinsdure, wird 53,8° angegeben. 

Die atherische Lésung der Bleiseifen setzte beim Stehen 
einen weibgelblichen Niederschlag ab, von dem dekantiert wurde 
und der sich, ohne in Lésung zu gehen, mit Ather waschen liel. 
Die aus dem Salze freigemachte Siaure ist schmierig und konnte 
weder im Vakuum destilliert, noch durch Umkrystallisieren ge- 
reinigt werden. Das auch in Alkohol und Wasser unldsliche 
Bleisalz gab bei der Analyse: 

0,3882 g = 0,1470 g PbSO, 
= 25,9%o Pb. 

Ob hier vielleicht eine Oxysiure der Olsiurereihe vor- 
liegt, deren Bleisalz 25,7°/o Pb verlangen wiirde, konnte nicht 
entschieden werden. 

Die iitherldslichen Bleisalze, d. h. die Atherlisung der- 
selben, wurde mit salzsiurehaltigem Wasser im Scheidetrichter 
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durchgeschiittelt, die Atherschicht abgehoben und der Ather 
im mit Kohlensiure gefiillten Kolben abdestilliert. Die zuriick- 
bleibende Siiure wurde im Vakuum destilliert und ging nach 
dreimaliger Destillation fast ganz bei 210—215° (18 mm) iiber. 
(Siedepunkt der Olsiiure 223°, 10 mm.) Ein durch Fallung mit 
sjaryumchlorid der mit Ammoniak neutralisierten Saure dar- 
sestelltes Baryumsalz, das in Ather léslich war, wurde bei 110° 
getrocknet und analvsiert: 

0.3912 g gaben 0,1300 g BaSQ, 

Gefunden: 19,50 °/o 

Fiir Olsiure berechnet: 19,65 °/o 


Ein analog dargestelltes Silbersalz analysiert ergab etwas 
zu hohe Werte: 
0.1866 g = 0.0538 g Ag, d. h. 28,6°%o Ag 
0.1337 » == 0,0385 » » » » 28.7% >» 
Olsiure berechnet: 27,7°/o Ag. 








Notiz iber die chemische Zusammensetzung der Geriistsubstanz 
von Velella spirans. 


Von 
M. Henze. 


(Chemisch-physiologisches Laboratorium der zoologischen Station, Neapel.) 


Der Redaktion zugegangen am 19. Miirz 1908.) 


Im vertlossenen Sommer bot sich zufiallig die Gelegenheit, 
eine groBere Anzahl von Exemplaren der schOnen Syphonophore, 
Velella spirans, zu sammeln, die durch den Wind in Massen 
an den Strand von Ischia getrieben worden war.  Richtiger 
gesagt, Ssammelt man von dem zarten Organismus eigentlich 
nur das sogenannte Segel, welches getrocknet einem Sttickchen 
weiben Seidenpapier gleicht. 

Die gut ausgewaschene und getrocknete Substanz enthielt 
rund 8°/o Stickstoff. Man kann dieselbe unbeschadet und ohne 
daf sie ihre Form einbiibt, langere Zeit mit 10°/oiger und noch 
stirkerer Natronlauge kochen, was bereits auf ihre cellulose- 
oder chitinéhnliche Beschaffenheit schlieben labt. Zur weiteren 
Rheinigung wurde sie nacheinander mit verdiinnter Salzsiéure, 
Wasser, Alkohol und Ather gewaschen. Die so behandelte 
Substanz gibt keine Spur einer Eiweibreaktion (wéhrend im 
ungereinigten Zustand eben eine Andeutung davon zu bemerken 
ist), wohl aber eine starke Braunfirbung mit Jod, die durch 
Kochsalzzusatz noch verstirht wird. 

Nach Kjeldahl verbrannt brauchten zur Neutralisation: 

0,1764 g Substanz = 8,00 ccm "/10-H,SO, 
d. h. Stickstoffgehalt 6,30 °/o. 

Es korrespondiert dieser Stickstoffgehalt mit dem fiir das 
Chitin angegebenen. 

Die Gesamtmenge der gereinigten Substanz wurde hierauf 
mit konzentrierter Salzséure langere Zeit auf dem Wasserbad 
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behandelt, wobei sie leicht in Lésung ging, und diese Loésung 
zuletzt soweit eingeengt, daB beim Abkiihlen die ganze Fliissig- 
keit zu einem Krystallbrei erstarrte. Derselbe wird aus ver- 
diinntem Alkohol umkrystallisiert und in folgender Weise als 
salzsaures Glukosamin charakterisiert: 

Die wiasserige LOsung reduziert stark Fehlingsche Li- 
sung und es lenkt eine 5°/oige Lisung in 1 dm langer Schich 
den polarisierten Lichtstrahl ab um -+- 7°14‘, d. h. 

ay = 1 72° 14°, 

Eine Lésung des salzsauren Salzes wurde hierauf nach 
Angaben Steudels!) mit Phenylisocyanat in alkalischer Lisung 
gekuppelt. Das Reaktionsprodukt, welches noch Fehlings¢he 
Losung reduzierte, wurde durch Kochen mit 20°/oiger Essig- 
siiure in das Hydantoin tibergefiihrt, welches den geforderten 
Schmelzpunkt 210° zeigte. 

Auf Grund dieser Reaktionen ist die organische Geriist- 
substanz von Velella als Chitin charakterisiert. 


') H. Steudel, Diese Zeitschrift, Bd. XXXIII, S. 223. 
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Weitere Studien iber die normale Verdauung der EiweiSkorper 
im Magendarmkanal des Hundes. 


IV. Mitteilung. 


Von 


Emil Abderhalden, E. S. London (St. Petersburg) und Berthold Oppler. 





Aus dem chemischen Institute der Universitat Berlin und dem pathologischen 
Laboratorium des Kais. Instituts fiir experimentelle Medizin zu St. Petersburg.) 


(Der Redaktion zugegangen am 22. Mirz 1908.) 


In einer Reihe von Untersuchungen!) an Fistelhunden ist 
der Nachweis erbracht worden, dai unter gewohnlichen Ver- 
hiltnissen im Mageninhalte Aminoséuren nicht nachweisbar 
sind, wohl aber findet man solche vom Duodenum angefangen 
bis hinunter zur Ileocoecalklappe. Ihre Menge war in den ein- 
zelnen Darmabschnitten stets sehr gering. Dasselbe Resultat 
hatten bereits friihere Versuche?) an Hunden ergeben, denen 
nach reichlicher Fleischfiitterung sofort nach dem Tode die 
einzelnen Darmabschnitte abgebunden worden waren. Auch 
hier wurden bei der Untersuchung des Inhaltes der einzelnen 
Darmabschnitte nur geringe Mengen von Aminosduren gefunden. 
Wie wiederholt betont worden ist, darf aus diesem Befunde 
nicht geschlossen werden, dai bei der Verdauung der Proteine 
im Magendarmkanal und speziell im Duodenum und Diinndarm 
der Abbau ein nur geringfiigiger ist und hauptsiichlich kompli- 


') Emil Abderhalden, Karl Kautzschu.E.S. London, Studien 
uber die normale Verdauung der Eiweifikérper im Magendarmkanal des 
Hundes, Diese Zeitschrift, Bd. XLVIII, S. 549, 1906. 

Emil Abderhalden, L. Baumann und E. 8. London, II. Mit- 
tehung, Ebenda, Bd. LI, S. 384, 1907. 

Emil Abderhalden, Kornelv.Kérésy u. E.S. London, III. Mit- 
teilung, Ebenda, Bd. LILI, S. 148, 1907. 

*) Emil Abderhalden, Abbau und Aufbau der Eiweifikérper im 
uerischen Organismus, Diese Zeitschrift, Bd. XLIV, S. 17, 1905. 











448 Emil Abderhalden, E. S. London und Berthold Oppley. 


ziertere Produkte zur Resorption gelangen. Der Grund, weshalt, 
stets nur geringe Mengen einfachster Spaltprodukte im Darm- 
inhalte aufgefunden werden, kann ebensogut darin liegen, da); 
die gebildeten Aminosiiuren bestiindig sofort resorbiert werden 
und somit hauptsiichlich kompliziertere Produkte zur Beobach- 
tung gelangen. Immerhin sind wir vorliufig noch keineswegs 
dazu berechtigt, die Behauptung, dafi im Darmkanal die Pro- 
teine vollstiindig abgebaut werden, als einwandsfrei erwiesen 
zu betrachten. Es ist vorliiufig kein Weg bekannt, der ge- 
statten wiirde, diese so wichtige Frage direkt zu entscheiden, 
und so sind wir darauf angewiesen, durch indirekte Versuche 
Aufklirung zu suchen. Derartige Untersuchungen sind an und 
fiir sich nie eindeutig und es ist, um ihren Wert zu erhdhen, 
unbedingt notwendig, dieselbe Fragestellung von mdglichst ver- 
schiedenen Seiten in Angriff zu nehmen und so die Zahl det 
Moglichkeiten einzuschriinken. 

Bei der vorliegenden Untersuchung haben wir uns_ mi 
der Frage beschiiftigt, welche Zusammensetzung die in den 
einzelnen Darmabschnitten vorhandenen, komplizierter gebauten 
Produkte haben. Zu deren Trennung von den einfacheren Spualt- 
produkten verwendeten wir Phosphorwolframsiaure. Die fiill- 
baren Produkte untersuchten wir auf Tyrosin und Glutaminsiure. 
Die erstere Aminosiiure wurde direkt als solche isoliert und 
die letztere als salzsaures Salz. Wir suchten mit der Bestim- 
mung dieser beiden Aminoséuren zwei Fragen zu beantworten 
Kinmal war es von Interesse festzustellen, ob der Abbau der 
Proteine im Darmkanal sukzessive vor sich geht, d. h. ob in 
den tiefer liegenden Darmabschnitten Produkte vorhanden sind, 
die weiter abgebaut sind, als diejenigen, die z. B. gleichzeitig 
im Duodenum sich befinden. A priori war es wohl denkbat. 
dal} der Abbau des aus dem Pylorus in den Darm itibertretenden 
Chymus zunichst im Duodenum im wesentlichen bis zu einer 
bestimmten Abbaustufe fortschreitet und die gebildeten Pro- 
dukte dann zum Teil resorbiert und zum Teil in tiefer gelegene 
Darmabschnitte zur weiteren Verdauung geschoben werde! 
Unsere Versuche geben auf dieses Problem — vorausgeset7t. 
dai bei den Fistelhunden normale Verhiiltnisse vorlager 
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eine eindeutige Antwort. Ohne Zweifel passiert ein Teil des 
Chymus, ehe er einen tiefgehenden Abbau erlitten hat, das Duo- 
denum und gelangt in das Jejunum und Ileum, um offenbar 
hier weiter abgebaut zu werden. Wir betrachten unsere Ver- 
suche nach dieser Richtung als nur vorliufige. Sie ermuntern 
uns, das gestellte Problem unter den gleichen Gesichtspunkten 
in gréBerem Mafistabe mit verschiedenen Proteinen zu ver- 
folgen, besonders auch deshalb, weil der Hauptversuch mit 
Gliadin, d. h. mit einem Protein ausgefiihrt worden ist, das in 
der normalen Nahrung des Hundes nicht vorkommt. Weitere 
Untersuchungen sind bereits im Gange. 

Die zweite Fragestellung, die wir durch diese Untersu- 
chungen zu beantworten suchten, war die, ob im Magendarm- 
kanal der Abbau der Proteine entsprechend stufenweise erfolgt. 
wie beim kiinstlichen Verdaungsversuch. In einer Reihe von 
Arbeiten!) war der Nachweis geftihrt worden, dab die ver- 
schiedenen Aminosiiuren verschieden rasch und vollstiindig durch 
Pankreassaft und Darmsaft abgespalten werden. So ist z. Bb. 
nach wenigen Tagen das gesamte Tyrosin und Tryptophan des 
verdauten Proteins in der Verdauungsfliissigkeit im freien Zu- 
stande vorhanden, wihrend von der Glutaminsiiure usw. erst ein 
relativ kleiner Teil abgespalten ist. Die Resultate unserer Ver- 
suche sprechen dafiir, daf im Magendarmkanal der Abbau ganz 
gleichartig erfolgt, wenigstens fanden wir bei ganz geringem 
Tvrosingehalt noch grobe Mengen von Glutaminsiure bei der 
totalen Hydrolyse der noch komplizierter gebauten, durch Phos- 
phorwolframsiéure fallbaren Verdauungsprodukte, ja in dem aus 
dem Hleum gewonnenen Chymus war Tyrosin itiberhaupt nicht 


1) Emil Abderhalden und Béla Reinbold, Die Monoamino- 
siuren des «Edestins» aus Sonnenblumensamen und dessen Verhalten 
gegen Pankreassaft, Diese Zeitschrift, Bd. XLIV, 5. 284, 1905, und Der 
Abbau des Edestins aus Baumwollsamen durch Pankreassaft, Diese Zeil- 
schrift, Bd. XLVI, S. 159, 1908. Emil Abderhalden und Alfred 
figon, Vergleichende Untersuchung iiber den Abbau des Edestins durch 
Pankreassaft allein und durch Magensaft und Pankreassaft, Ebenda. 
Bd. LUI, S. 119, 1907. — Emil Abderhalden und Carl Voegtlin, 
Studien titber den Abbau des Caseins durch Pankreassaft, Ebenda, Bd. LIII, 
». 315, 1907. 
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in gebundenem Zustande nachweisbar. Es ist wohl médglich. 
dafi die Abspaltung des Tyrosins schon im Duodenum und Jeju- 
num zu einer fast vollstaéndigen wird, und dann die an Glutamin- 
sdiure gewissermafen angereicherten Bruchstiicke in die tieferey 
Darmabschnitte weiter bef6rdert werden. 

Es fragt sich, ob aus den gewonnenen Resultaten irgend 
ein RiickschluB auf den Grad der Hydrolyse gezogen werden 
kann, den die Proteine im Magendarmkanal erleiden. Sicher 
~prechen unsere Ergebnisse nicht gegen die Annahme, dal} die 
Proteine normalerweise tief abgebaut werden. Wiirden kompli- 
zierter gebaute Abbauprodukte bestindig resorbiert werden, 
so wire zu erwarten, daf} die aus den Fisteln aufgefangenen 
Produkte eine ihnliche Zusammensetzung haben wiirden, voraus- 
gesetzt, dab die Resorption der verschiedenartigen Abbaupro- 
dukte nicht eine sehr verschieden leichte ist. Uberblicken wir 
unsere Resultate nach dieser Richtung, dann ergibt sich, dati 
im Duodenum ein sehr weitgehender Abbau stattgefunden hat, 
wie vor allem der niedrige Glutaminsiiuregehalt zeigt. Im Jeju- 
num finden wir wieder Produkte, die viel mehr Glutaminsiiure 
gebunden enthalten, als die durch Phosphorwolframsiiure fiill- 
baren Substanzen des Chymus aus dem Duodenum. Auch im 
lleum ist viel Glutaminsiure in gebundener Form vorhanden. 
wiihrend das Tyrosin ganz fehlt. Diese Befunde erwecken eher 
den Eindruck, als ob der Abbau fortlaufend stufenweise vor 
sich geht und die Resorption erst bei einfacheren Produkten 
einsetzt. Ein bestimmtes Urteil wollen wir absichtlich nicht 
abgeben, denn die Zahl der Versuche ist vorlaufig viel zu gering 
und die Resultate noch zu vieldeutig. Wir kénnen nur sagen, 
dafs die erhaltenen Ergebnisse nicht gegen die Annahme eines 
weitgehenden Abbaus der Proteine im Magendarmkanal sprechen. 

Was nun die angewandte Methode anbetrifft, so ist fol- 
gendes zu bemerken. Der aus einer bestimmten Fistel aul- 
gefangene Chymus wurde, wie das auch bei den friiheren Ver- 
suchen geschehen ist, aufgekocht und dann bei etwa_ 40° zur 
Trockene eingedunstet. In diesem Zustand stellt das Verdauungs:- 
produkt eine feste, brécklige, nicht unangenehm riechende Misse 
dar. Sie lift sich in gut verschlossenen Flaschen ohne irgen( 
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welche Fiiulnis oder sonstige Zersetzung aufbewahren. Eine 
abgewogene Menge des eingetrockneten Chymus wurde dann 
in soviel Wasser geldst, daB die Lésung etwa 1°/o an fester 
Substanz aufwies. Dann wurde soviel Schwefelsiiure zugegeben, 
bis die Lésung davon 5°/o enthielt. Nun wurde mit einem ge- 
ringen Uberschufi einer ziemlich konzentrierten Lésung von 
Phosphorwolframsaure gefillt, der Niederschlag abgenutscht, 
mit 5°/oiger Schwefelsiiure ausgewaschen und wiederholt scharf 
abgepreBbt und schlieBlich noch unter der hydraulischen Presse 
bis 300 Atmosphiren Druck von den letzten Resten von Mutter- 
lauge befreit. Den nunmehr steinharten, trockenen Niederschlag 
zerrieben wir in einer Reibschale mit etwa der doppelten Menge 
seines Gewichtes an Baryt. Die innige Mischung wurde dann 
entweder in einer Flasche nach Zusatz von Wasser auf der 
Schiittelmaschine geschiittelt oder in einem dickwandigen Becher- 
clas turbiniert. Aus dem Filtrat des phosphorwolframsauren 
Baryts entfernten wir den Uberschu8 an Baryt quantitativ 
mit Schwefelsiure und engten dann das Filtrat vom Baryum- 
sulfat auf etwa 11 ein. In je 5 cem stellten wir dann den 
N-Gehalt fest. Den Rest der Fliissigkeit versetzten wir mit 
soviel Schwefelsiiure, daB die LOsung davon 25°/o enthielt, und 
kochten dann die schwefelsaure LOsung 16 Stunden am Riickflub- 
kiihler, um das Verdauungsprodukt vollstiindig zu hydrolysieren. 
Dann entfernten wir die Schwefelséure quantitativ mit Baryt und 
engten das Filtrat vom Baryumsulfat ein, solange Tyrosin sich aus- 
schied. Seine Abscheidung verfolgten wir mit Hilfe der Millonschen 
Reaktion. Gab das Filtrat damit keine Rotfiirbung mehr, dann 
wurden die abgeschiedenen Krystallmassen vereinigt und aus 
heif}em Wasser unter Anwendung von Tierkohle umkrystallisiert. 
Die Mutterlauge des Rohtyrosins und des umkrystallisierten Tyro- 
sins wurden vereinigt, stark eingeengt und dann gasformige Salz- 
siiure bis zur Siittigung eingeleitet. Auf diese Weise schieden 
wir die Glutaminsiiure ais salzsaures Salz ab. Auch hier wurde 
die jeweilige Mutterlauge der erhaltenen Krystallisation einge- 
engt und stehen gelassen, bis schlieBlich kein Glutaminsiiure- 
chlorhydrat mehr vorhanden war. Die auf diese Weise er- 
haltene salzsaure Glutaminsiure ist noch sehr unrein. Sie 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f, physiol. Chemie. LV. 3] 
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mul} aus wiasseriger Salzsiiure unter Anwendung von Tier- 
kohle umkrystallisiert werden. Die Erfahrung hat gezeigt, daf 
die Abscheidung der salzsauren Glutaminséure besser und yoll- 
stiindiger gelingt, wenn die L6sung nicht allzu konzentriert ist 
und nicht mit Salzsiiure vollstindig gesiittigt wird. Wir haben 
uns jedesmal durch die Bestimmung des Chlorgehaltes von der 
Reinheit des gewonnenen Produktes tiberzeugt. SchlieBlich 
haben wir die Mutterlauge des Rohglutaminsiiurechlorhydrates 
und des umkrystallisierten Produktes vereinigt, dann unter ver- 
mindertem Druck zur Trockene verdampft und den Riickstand 
verestert. Zu dieser Untersuchung verwendeten wir die ent- 
sprechenden Mutterlaugen aus den als Serie I bezeichneten Ver- 
suchen. Die Verarbeitung der Ester ergab, dafi Glutaminséure 
nicht mehr vorhanden war. Ihre Abscheidung als salzsaures Salz 
war somit eine sehr vollstandige gewesen. In Ubereinstimmung 
mit friiheren Beobachtungen') stellten wir fest, dafi der mit 
Phosphorwolframsiéure fallbare Teil des Chymus sehr reichlich 
Prolin und auch viel Phenylalanin und Glykokoll enthalt. 

Im folgenden sind die Resultate der einzelnen Versuche 
angefiihrt. 

1. Chymus aus Duodenalfistel: Angewandt 190 g. 
Sie enthielten 23,18 g N = 12,20°/o. 

Beim Zusatz von Schwefelsiiure zu der wasserigen LOsung 
entstand ein Niederschlag. Er wog 35 g und enthielt 3,22 g N. 

Das mit Phosphorwolframsiiure fallbare Produkt enthielt 
11,84 g¢ N. Die bei der Hydrolyse dieses Produktes mit 25° oiger 
Schwefelsiiure entstehenden Huminsubstanzen wogen 3,4 g und 
enthielten 0,095 g N. 

Erhalten wurden 0,75 g Tvrosin und 2,5 g Glutamin- 
siurechlorhydrat. 

Die salzsaure Glutaminsiiure war allerdings nicht ganz 
rein. Sie enthielt statt der berechneten 19,32°/0 Cl nur 17,88°,» 
An Rohprodukt waren 7,0 g erhalten worden. 


'} Emil Fischer und Emil Abderhalden, Uber die Verdauung 
einiger Eiweifkérper durch Pankreasfermente, Diese Zeitschrift, Bd. XX XIX, 
S. 81, 1903, und Uber die Verdauung des Caseins durch Pepsinsalzsaure 
und Pankreasfermente, Ebenda, Bd. XL, S. 215, 1903. 
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1. Serie. Gliadinfiitterung. 








Ge- : 
Dauer Menge : bres N 


armt- 





der Zah! des aus des 
Lage ran menge ae 
Versuchs- Aus- jedes- in der ver- 
der mal Fistel ab- 
schel- verab- 
der gege- ee auf- reich- 
dung F iitte- benen ‘, an ye- tern 
' eri , 
hund ;' in Glia- nom- (;lia- 
F iste] Glia- 
Stun- rungen dins pe men dins 
den in g in g ing in g 
' . Ende des 
Rjabtschik , 7 , ; a 
Duo- 3'/——4 / 49 210 2209 29.435 


tschorny') 
denums 


Mitte des 
Shoahk Diinn- 6—6'/s 6 100) 60D 9H) 73D) 


darmes 


, 1 m 
Riabtschik _ a = 6 
; . vor {— 6 200) 1200) 1420 147.44) 
zolty 
Coecum 


2. Jejunum: Angewandt 200 g Chymus. Diese enthielten 
24.09 g N = 12.5%. Beim Anséuern der wasserigen Losung 
mit Schwefelséure fielen 17,5 g einer flockigen Masse aus. Das 
mit Phosphorwolframsaure fallbare Produkt enthielt 11,79 g N. 
beim Hydrolysieren mit 25° oiger Schwefelsaure entstand 1 g 
Huminsubstanz (0.025 g N 

Isoliert: 1,1 g Tvrosin und 20,9 g salzsaure Gluta- 
minsédure. Sie war in drei Fraktionen gereinigt worden. Die 
Analyse ergab fiir Cl die Werte: 19,21° 0, 19,09° » und 19.31°' 
Durch einen Unfall waren etwa 2 g rohes Glutaminsaurechlor- 
hvdrat verloren gegangen. 

3. Ileum: Angewandt 250 g = 31.94°%>« N = 12,78 


Nach dem Anséuern der wasserigen Lésung mit Schwefelsaure 
entstand ein 26.5 g wiegender Niederschlag = 1.94 gN. Die mit 
Phosphorwolframsdure fallbaren Produkte enthielten 11,124 g N. 
An Huminsubstanzen entstanden 4.2 g. 





« T > * . ~ —_ . - 
t — a. or it ele Be i ee oe 
} In qaqas veyunum wuraen Wanrenad Ges rersu €3 ZWEcksS MeEZU- 
7 * 
rvInc 4 s< . y — ns \ ts re re rr ° * r a 7 " 
rung Ges Py s> SCiic oe | QAuUUii-> AMR b4454 Basic , ~ ag S| 
c ° 
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Tyrosin konnte hier nur in Spuren isoliert werden. 
An Glutaminsaurechlorhydrat wurden 33 g erhalten. Sie 
enthielten 18,64°/o CI. 


2. Serie. Caseinfiitterung und Fleischfiitterung. 























Coecum 


Dauer | Menge Ge- Ge- N 
r ; samt- samt- 
' der Zahl des : | . des 
Ver- Lage menge  brei cae 
Aus- | jedes- der aus | 
| : der | : | ab- 
om 7 schel- mal verab- der | . 
suchs- Nahrung der seinh. | State) | reich- 
dung Fiitte-| gege- | | oe | ten 
ten aufge- | 
. in benen '  Fut- 
hund Fistel | _ ane Nah-  nom- toned 
Stun- o Futters  pung _ men | 
den ing , ing | ing in g 
2m | d 
Starik Fleisch vom 7—7'/e 9 500 | 4900 | 1850 | 139,50 > % 
Pylorus | | ft 
: 
| | I 
{ m | | | | 
Cygan Casein) vom 7'2—8 7 | 100) | 700 | 750 | 77,56 / 
| | | 
| 


Ileumfistelhund: Cygan. Fistel 1m vom Coecum entfernt. 
Angewandt 180 g Chymus = 12,5°/o N. 
Beim Ansiiuern mit Schwefelséiure fiel auch hier ein 
schmieriger, flockiger Niederschlag aus. Er wurde abzentrifugiert. . 


Die mit Phosphorwolframsiiure fillbaren Produkte enthielten 
12,0°%o N. 
Isoliert: O g Tyrosin und 4,0 g Glutaminsaure- | 
ehlorhydrat (19,40°/o0 Cl). ‘ 
Ileumfistelhund: Starik. Fistel 2m vom Pylorus entfernt. 
Angewandt 200 ¢ Chymus = 12,5°%/o N. 
Die mit Phosphorwolframsaure fillbaren Produkte ent- 


; i Z 
hielten 10,8° 0 N, 

Isoliert: 0 g Tyrosin und 6,5 g Glutaminsiurechlor- \ 

: | 

hydrat (19,6°%o Cl). \ 


Ohne weitere Berechnung ergeben sich die weiter vorne 
besprochenen Resultate aus dieser Ubersicht. 








Chemische Untersuchungen der Zahne. 


Von 
Dr. Th. GaBmann, Ziirich. 





(Der Redaktion zugegangen am 10. April 1908.) 


Veranlassung zu vorliegender Arbeit gab die wiederholt 
aufgeworfene Frage, wie kommt es, daf die Tierzihne im all- 
semeinen pathologischen Einfliissen gegeniiber viel widerstands- 
fahiger sind als die menschlichen? Damit zusammenhingend 
ist fernerhin die Tatsache, dafs der menschliche Kiefer selbst 
Ziihne beherbergt, die an Lebensdauer oft die andern und zwar 
in ein und demselben Kiefer auffallend tibertreffen. Ich erinnere 
zum Beispiel nur an die Eckzaéhne; wer hatte nicht schon den 
Mund eines alten Miitterchens, eines Greises gesehen, wo als 
etzter Reprisentant seiner Kieferinsassen ein Eckzahn sein 
Dasein fristet. Hinwiederum ist ebenso interessant der umge- 
kehrte Fall, der beim Weisheitszahn zutrifft, ein Zahn, der viel 
und oft nicht zum Vorschein kommt und, wenn dies geschieht, 
cewOhnlich kaum der Alveole entschliipft, der Zahnfaule an- 
heim fallt. Solche Umstiénde lieBen mein Vorgehen, durch che- 
mische Untersuchungen wenn mdglich hieriiber Licht zu ver- 
breiten, wohl als zweckméfBig erscheinen. Es ist bekannt, dab 
die Zahne aus anorganischen und organischen Substanzen und 
zwar vorwiegend aus anorganischen aufgebaut sind. Unter den 
ersteren hat man Phosphorséure, Calcium, nebst geringen 
Mengen von Magnesium und Kohlensiéure, in noch geringerer 
Menge Natron, Kalium, Chlor und Spuren von Fluor nachge- 
wiesen, wahrend man die organische Substanz hauptsachlich 
ius Kollagen nebst wenigen nicht néher bestimmten organischen 
KOrpern, welche vermutlich von Zahnfibrillen herriihren, be- 
-tehend betrachtet hat. Einige wollen sogar Eisen und Schwefel- 
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siiure gefunden haben, worauf ich spater zuriickkommen werde. 
Was zuniichst die anorganischen Bestandteile und ihre Quantitii 
betrifft, weist die Literatur zahlreiche, zum Teil sich wider- 
sprechende Angaben auf, so namentlich tiber den Fluorgehalt 
der Ziihne. Diese Widerspriiche finden ihre Erklirung in den 
verschiedenen, zum Teil unvollkommenen Methoden der Fluor- 
bestimmung. Ja einige haben sogar den bei der Analyse sich 
ergebenden Fehlbetrag gleich Fluor gesetzt. Da auch gegen- 
wirtig die Meinungen der Analytiker tiber den Gehalt der 
Knochen, sowie der Ziihne an Fluor ziemlich weit auseinander- 
gehen, glaube ich eine kurze Zusammenstellung der wesent- 
lichen Angaben folgen lassen zu miissen. Das Fluor wurde 
zuerst von Morichini,') einem italienischen Chemiker, im Jahr 
1802 im Zahnbein des Elephanten entdeckt. John?) fand das- 
selbe Element etwas spiter in den Knochen des Mammut. Diese 
Untersuchungen wurden bald darauf von Klaproth?) wieder- 
holt, welcher aber, trotzdem er die Resultate obiger Forscher 
bestatigte, das Fluor als Metamorphose von Phosphorsaure an- 
sah, was selbstverstiindlich unsern gegenwiirtigen chemischen 
Anschauungen zuwiderliuft. Morichini hinwiederum, dessen 
erste Arbeit Opposition erweckte, unternahm nunmehr mit 
Gay-Lussac‘) eine Reihe von Analysen von Knochen vor- 
weltlicher Tiere, am frischen Elfenbein, an den Ziihnen des 
Menschen und anderer jetzt lebender Tiere. Diese Resultate 
wurden sodann wieder bestritten von Fourcroy und Vau- 
quelin,®) welche das Fluor wohl in den Knochensubstanzen 
vorweltlicher Tiere fanden, in frischen Knochen dagegen keine 
Spur dieses Elementes entdecken konnten. 


') Analisi chimica del dente fossile (Memorie di Mathem. et di fisica 
delle science, Bd. X, S. 166, 1802). 

*) Bullet. de la Soc. impér. des naturalistes de Moscou. 

8) Untersuchung eines fossilen Elephantenzahnes auf Flufspatsiure 
(Gehlens Horn, Bd. III, S. 625, 1804.) 

*) Lettre 4 M. Berthollet sur la présence de l’acide fluorique 
dans les subst. anim. etc. Ann. de Chimie 1805, Bd. L, V, S. 258. 

5) Exper. faites sur l’ivoire frais, sur l’ivoire fossile et sur ]’émai! 
des dents, pour voir si cette subst. contient de l’acide fluorique. Ann 
de Chimie 1806, Bd. L, VII, S. 37. 
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Dieser Ansicht traten nun auch Wollaston und Brandh’) 
bei und es blieb so die Frage tiber die Anwesenheit des Fluors 
in den Ziahnen und Knochen offen, bis Berzelius?) dasselbe 
sogar quantitativ bestimmen konnte. Er fand in den Ziihnen 
2°/o, im Email der Ziihne 3,2°/o Calciumfluorid. Spiter wurde 
die Frage, ob Fluor in den Ziithnen vorhanden, von Zalesky,°*) 
Hoppe-Seyler*) und Gabriel®) einer neuen Prifung unter- 
zogen. Zalesky, der sowohl in Menschen- und Tierknochen, 
wie in Zahnen Fluorbestimmungen vornahm, hat uns tber die 
Art und Weise seiner Untersuchungen wie iiber den Gehalt an 
Fluor eingehenden AufschluB gegeben. 

Auf den Rat von Hoppe-Seyler hat Zalesky bereits 
vor 36 Jahren auch die Atzmethode zur quantitativen Bestim- 
mung von Fluor in Knochenaschen angewandt, indem er in 
der Wirme (bis 100°) lingere Zeit durch konzentrierte Schwefel- 
siiure freigemachte Fluorwasserstoffsiiure auf eine gewogene 
Menge Kaliglas einwirken lief und aus der Gewichtdifferenz 
des Glases, infolge der Bildung von Siliciumfluorid die Menge 
von Fluor berechnete. Dab eine Gewichtsdifferenz des Glases 
bel tagelangem Erhitzen mit konzentrierter Schwefelsiiure auch 
bei Abwesenheit von Fluorwasserstoffsiiure entstehen kann, 
braucht wohl kaum bemerkt zu werden; daher ist das Ver- 
fahren nicht einwurfsfrei. Er fand in Menschenknochen und im 
Zahnschmelz vom fossilen Rhinoceros im Mitte] 0,229—0,284 °/o 
Fluor entsprechend 0,4771—0,5922 Calciumfluorid. Nach diesem 
Prinzip — durch Gewichtsverlust eines aus bihmischem Glas 
hergestellten Apparates — hat auch v. Kobel*) Fluorbestim- 
mungen ausgefihrt. 





") Exper. showing contrary to the Assections of Morichini that the 
enamel of teeth does not contain fluor acid. Journ. of natural Physiolog. 
Chemistry and the arts by W. Nicholson, Bd. XIII, S. 214, 1806. 

2) Lettre & Vauquelin sur le fluorate calcaire cont. dans les os 
et dans lurine. Ann. de Chimie 1807, Bd. L, X, S. 256. 

*) Hoppe-Seylers med. chem. Untersuch., 19, 1866. 

*) Hoppe-Seylers Arch. f. path. Anatomie u. Physiol., Bd. XXIV. 

°) S. Gabriel, Diese Zeitschrift, Bd. XVIII, S. 257. 

®) v. Kobel, Journ. f. prakt. Chemie, Bd XCII, S. 38; Zeitschrift 
f. analyt. Chemie, Bd. V, S. 204. 
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Hoppe-Seyler fand mit Sicherheit Fluor im ausgebildeten 
Zahnschmelz des Menschen und Schweines, und zwar glaubt er 
nach der Atzprobe, daf der Gehalt an Calciumfluorid 2°/o nicht 
erreichen kann. Aus der Tatsache ferner, daB der aus salz- 
saurer LOsung des veraschten Schmelzes mit Ammoniak fallende 
Niederschlag genau der Formel des Ca,(PO,), entspricht, 
schlieBt Hoppe-Seyler, da sich nur Spuren von Fluor im 
Schmelz der Ziihne befinden. Gabriel fiihrte seine Fluorbe- 
stimmungen in Knochenaschen nach der Atzmethode aus und 
schiitzte den Fluorgehalt nach der Starke der Atz- resp. Hauch- 
bilder. Nach seinen Versuchen kann der Fluorgehalt der Zihne 
nicht hoher als 0,05°/o sein. 

Fresenius!) hat mit Recht darauf aufmerksam gemacht, 
dafi schwache Hauchbilder auch bei Abwesenheit von Fluor 
entstehen kénnen. Bei meinen wiederholten Versuchen mit 
Zahnaschen habe ich nach diesem Verfahren auch bei An- 
wendung von 2—4 g Substanz mit héchst konzentrierter Schwefel- 
siiure keine deutliche Atzreaktion erhalten. Ich werde hierauf 
spiiter Bezug nehmen. Carnot?) wagt das Fluor als Calcium- 
siliciumfluorid; die fluorhaltige Substanz wird hierbei mit Quarz- 
sand und konzentrierter Schwefelsiure zerlegt und das ent- 
standene Siliciumfluorid in 10°/oige Calciumfluoridlosung einge- 
leitet und dann mit gleichem Volumen 90°/oigen Alkohols als Cal- 
ciumsiliciumfluorid gefallt. Nach diesem Verfahren haben auch 
Thomas Wilson, *) Bemmelen,*) Wrampelmeyer®) Fluor- 
bestimmungen ausgeftihrt. Mittels der W 6hler-Freseniusschen, 
von Brandl modifizierten Methode sind zahlreiche Fluorbe- 
stimmungen mit mehr oder weniger Erfolg ausgefiihrt worden. 
Die Methode beruht, wie oben erwihnt, auf der Zersetzung 
von Siliciumfluorid mit Wasser zu Kieselsiure und Kieselfluor- 
wasserstoffsiure und Bestimmung der letztern. Nach diesem 


') Fresenius, Quantitative Analyse, 1895, S. 282. 

*) Carnot, Comptes rend., Bd. CXIV, S. 110. 

°) Wilson, The Americ. Naturalist, 1895, Bd. XXIX. 

‘) van Bemmelen, Zeitschrift f. anorg. Chemie, Bd. XV, III, 8. 8”. 

5; Wrampelmeier, Zeitschrift f. anal. Chemie, Bd. XXXII, VIII, 
S. 450 und Bd. XXXII, S. 53, 54. 
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Verfahren haben Brandl und Tappeiner,!) Casares und 
Wiegand und namentlich Harms?) gearbeitet. Die von Hempel 
ausgearbeitete gas-volumetrische Methode, nach der auch der 
Verfasser Fluorbestimmungen in der Zahnasche ausgefiihrt hat, 
besteht darin, das Fluor mittels Erhitzen durch Schwefelsiiure 
und beigefiigten Quarzsand in Fluorsilicium iiberzufiihren und 
dessen Volumen in einer Gasbiirette zu messen. Eine gedriingte 
Zusammenstellung der bis jetzt gefundenen Fluorwerte in Zahn- 


aschen lasse ich folgen. 
Fluor in %o 


Zalesky in fossil. Rhinoc. Zahnschmelz = 0,259—0,308 
Carnot im Elephantenzahn == 0,21 
Gabriel in Zahnen von Menschen und Tieren = 0,05—0,1 
Thomas Wilson im Dentin des Elephanten = 0,21 

im Menschenzahn = 0,006 
Harms im Hundezahn == 0,009 
Hempel in Menschenzaéhnen = 0,33—0,52. 


Ein Element, das Chlor, dessen Anwesenheit in den Ziihnen 
in friiherer Zeit wiederholt bestritten wurde, ist nunmehr als 
Bestandteil der Ziihne vollstandig anerkannt. 

Die nun zu l6sende Aufgabe bestand zuniichst in der Fest- 
stellung der Mengenverhaltnisse der anorganischen Bestandteile 
in den Zihnen. Behufs dessen wurden drei Zahnkategorien 
geschaffen. Selbstredend konnten hauptsichlich solche in Be- 
tracht kommen, von denen zu erwarten war, daf sie méglicher- 
weise Differenzen in ihrer Zusammensetzung aufzuweisen haben. 
Die zur Analyse gelangenden Zihne waren: 


Eckzahne von Menschen 
Bleibende Ziaihne { Weisheitszihne > . 
| Zihne von 60jihrigen » > 
Temporare Zaihne: Milchzaéhne > > 
Bleibende Zihne: Eckzahne von Hunden 


Vor der Zerkleinerung der Zahne im Diamantmorser er- 
folgte die griindliche Reiniguug derselben von zufiallig an- 
haftenden nicht zu den Zahnbestandteilen gehdrenden Stoffen 
mittels Wasser und Ather. So konnten mittels mehrfacher 





1) Brandl und Tappeiner, Zeitschrift f. Biologie, N. F., Bd. X. 
*) Harms, Zeitschrift f. Biologie, Bd. XXXVIII, S. 487. 
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qualitativer Analyse folgende Bestandteile der Zihne nachge- 
wiesen werden: 


Calcium Phosphorsaure 
Magnesium Kohlensaure 
Kalium Chlor. 

Natrium 


Eine salpetersaure Loésung von Zahnasche gab auf Zusatz 
von Baryumchlorid keine Schwefelséurereaktion, wahrend um- 
gekehrt die Priifung auf Eisen mittels Ferrocyankalium dessen 
Anwesenheit feststellte. Da einerseits die quantitative Be- 
stimmung des Eisens so geringe Werte 0,066—0,078 °/o aufwies, 
anderseits allgemein angenommen wird, daf dasselbe ein Be- 
standteil der Ernahrungsfliissigkeit ist, wurden hieriiber keine 
weiteren analytischen Daten ermittelt. Die Bestimmung des 
Calciums, des Magnesiums, der Phosphorséure, des Kaliums, 
Natriums und Chlors wurde nach den iiblichen Methoden, die- 
jenige der Kohlenséure nach Fresenius ausgefiihrt. 


Die nach Hempelscher Methode ausgefihrten Fluorbestimmungen 
und deren Resultate. 

Bevor ich zur quantitativen Bestimmung des Fluors tiber- 
gehe, michte ich noch kurz die von mir vorgenommenen Atz- 
proben erwahnen. ‘Trotz Anwendung von 2,02 g und 4,78 g 
sorgfiltig veraschter Zahnsubstanz konnte eine eigentliche Atz- 
reaktion nicht bemerkt werden. Es ist dies um so auffallender, 
als sonst ganz geringe Mengen von Fluor z. B. 0,0015g NaF! 
leichthin mittels der Atzreaktion erkannt werden. Die von 
mir nach Angabe von Hempel ausgefiihrten Fluorbestimmungen 
ergaben uhnliche Werte, wie Hempel sie gefunden. Auf die 
niihere Untersuchung des in Wasser aufgelésten Gasvolumens 
hin bezw. des Siliciumfluorides ergab sich aber fatalerweise 
die Erscheinung, dafi das in Wasser aufgeléste Gas der Haupt- 
sache nach aus gasformigem Chlorwasserstoff und nicht aus 
Siliciumfluorid besteht. Hierauf beziigliche Reaktionen, wie 
Unléslichkeit des durch Silbernitrat erzeugten Niederschlages 
von Silberchlorid in Séuren, hingegen leichte Loslichkeit des- 
selben in Ammoniak, keine Fallung auf Zugabe von Baryum- 
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chlorid bestatigen obige Annahme vollstindig. Das mittels der 
Hempelschen, gasvolumetrischen Methode, durch Einwirkung 
von konzentrierter, zum Kochen erwarmter Schwefelsiure auf 
die mit Quarzsand gemischte Zahnasche gewonnene Chlor er- 
gab 0,34°/o, ein Wert, der tibereinstimmt mit meinen nach- 
folgenden analytischen Daten tiber den Chlorgehalt der Zihne. 
Durch Erwarmen der Zahnasche mit konz. Schwefelsaéure konnte 
ebenfalls gasf6rmiger Chlorwasserstoff erzeugt werden. Die 
von Hempel aufgestellte Hypothese, dafi der Fluorgehalt fiir 
die gesunden und kranken Ziahne sprechend ware, fallt dem- 
nach dahin. 

Im Anschlu$8 an die Resultate tiber den Fluorgehalt in 
den Zéhnen lasse ich nunmehr diejenigen der ibrigen Elemente 


in Prozenten folgen. 


Menschenzahne. 
Eckzahne. 
(.8605 g Zahnsubstanz gaben 0,0696 g H,O 
= 8,09°/o H,0. 
0,2243 g Zahnsubstanz gaben 0,0498 g Glihverlust == 22,2 °/o 
0.2243 » > > 0,0937 » CaQ = Ca = 29,78°)) 
0,555» > >» 0,008 » MgO = Mg = 0,87°)o 
0,2162 » > > 00,0673 » P.O, = PO, = 40,98°%o 
0.4421 » > >» 0,0136 » CO, = CO, = 4,18°/o 
0.1208 » > > 0,0005 » Cl = 041% o 
0.3208 >» > >»  0,0072 » K,PtCl,=K = 0,34°/o 
0.3208 » > >» 0,0062 » Na,SO,—Na= 0,61 °%o 
99,37 °/o 
Menschenzihne. 
Milchzahne. 


0.8293 g Zahnsubstanz gaben 0,0727 g H,O 
= 8,76°o H,O. 
0,1588 g Zahnsubstanz gaben 0,0363 g Gliihverlust == 22,84°%o 


0,1588 » 2 > 0,0659 »>CaO0 = Ca = 29,59% 
0,243 » > >» 0,0033 »MgO = Mg = 0,78°%o 
0.243 » > >» 00,0747 » P.O, = PO, = 40,64°/o 
0,319 >» > > 0,0097 » CO, = CO, == 412°%o 
0.2020 » > > 0,00076 » Cl = 0,37°o 
03095 » > >» 0,0068 » K,PtCl,= K = 0,35°%o 
0.3095 » > > 00,0053 » Na,SO,—Na= 0,54°/o 


99,23 Jo 
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Menschenzihne. 


Weisheitsziaihne. 
I. Analyse. 


0,22387 g Zahnsubstanz gaben 0,0151 g H,0 


—— 
-_— 


0,2237 
0,2237 
0,175 

0,175 

0,3114 
0,4232 
0,3263 
0,3263 


6,75 °/0 H,0. 
g Zahnsubstanz gaben 0,041 


> > >»  0,0992 
> > >»  0,0024 
> > >»  0,0550 
. > > 0,0121 
> > >»  0,0017 
' > >  0,0069 
- >» » 0,0068 
II. Analyse. 


0,334 g Zahnsubstanz gaben 0,0231 g H,0 
= 6,91°o H,O. 


0,2023 g Zahnsubstanz gaben 0,0378 g 


0,2023 


0,6025 


>» » » 0,0903 


. > >» 0,0223 


Menschenziahne. 


Zihne 60jahriger. 


0,9606 g Zahnsubstanz gaben 0,0795 g H,O 


0.3163 
0,3163 
0.3163 
0,3163 
0,6293 
0.1665 
(0),2906 
0,2906 


827°) H,O. 


g Zahnsubstanz gaben 0,0677 
> > >» 0,134 

, > >» 0,0044 
, > >» 00,0985 
> > »  0,0200 
> » » 0.0004 
> > >»  0,0049 
> > >»  0,0056 


g Gliihverlust 


> 


CaO = Ca 
MgO = Mg 
P.O, = PO, 
CO, = CO, 
Cl 


— 
— 


| 


| 


! 


18,33° , 
31,65° , 
0,80° 
41,48°, 
5,29” 
0,4 ° 


K,PtCl, = K = 0,33° 
Na,SO,=—Na= 0,67", 


Gliihverlust 

CaO = Ca 

Mg 

PO, 

Co, = Co, 

Cl 

K 

Na 

Gliihverlust 

CaO = Ca 

MgO = Mg 

P.O, = PO, 

co, = CO, 
Cl 

K,PtCl, = K 





| 


! 


98,95 ° 


18,68° , 
31,88° 
(0), 80° 
41,48° 
5.042 5 
0,4 % 
0,33 
067°) 
99,28?) 


21 42°) 

30,25 ° 
0,82°» 

41.10? » 
4.32 
024° 


0,27 ° 


Na,SO,=Na= _ 0,61 


99,03 ° » 
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Tierzahne. 
Hundezihne. 
I. Analyse. 


1,5955 g Zahnsubstanz gaben 0,1751 g H,O 
== 10,97%o H,O. 


0,1362 g Zahnsubstanz gaben 0,0354 g Gliihverlust == 25,99° » 
0,1362 >» > >» 00,0520 » CaO = Ca = 27,23% 0 
0,1362 » > >» 0,0018 » MgO = Mg = 0,73°/o 
0,1362 >» 2 >» 0,0405 » P.O, = PO, = 39,21 
0,6000 » > >» 00,0198 » CO, =CO, = 4,50" 0 
0,2536 » > > 0,0005 » Cl == 0,19°%o 
0,8350 » > >» 00,0087 » K,PtCl,=K = 015° 
0,8350 » > >» 00,0241 » Na,SO,=Na= 0,94°» 


98,94 °/0 
lf. Analyse. 
0,3822 g Zahnsubstanz gaben 0,0424 g H,O 
= 11,099 H,O. 
0,2416 g Zahnsubstanz gaben 0,0634 g Glithverlust = 26,23°)) 


0,2416 » > >»  0,0935 » Ca0 = Ca = 27,60%o 
0,2416 » > » 0,0032 » MgO = Mg = 0,78°/o 
0,3199 » > » 0,0944 » P.O, = PO, = 38,94? o 
CO, = $50 0 

0,1745 >» > >» 0,0003 » Cl == 0,17°/o 
0,6923 » > » 0,0074 » K,PtCl, = K = 0,15°%/o 
0,6923 » > »  0,0226 » Na,SO,=Na= 1,050 
99,420, 


Die hauptsachlichsten Ergebnisse vorliegender Untersuchungen. 


Als Ergebnis meiner Untersuchungen tiber die Zahne kann 
folgendes festgestellt werden. Die auffallendsten Differenzen 
zwischen Menschen- und Tierzahnen, bezw. Hundeziihnen machen 
sich in ihrem Gehalt an Gliihverlust und Kalk geltend. Wiihrend 
erstere an Kalkgehalt — die Weisheitsziihne sogar um 4—5°/» — 
die Tierzihne bedeutend iiberragen, so zeigt sich gerade bei 
den kalkirmeren ein um so gr6Berer Gehalt an Gliihverlust, und 
mit dem Fallen und Heben des letzteren geht Hand in Hand 
die Menge des Wassers. Die Elementaranalyse, die durch Ver- 
brennung der vorher fein gepulverten, bis zur Konstanz ge- 
trockneten Zahnsubstanz gewonnen wurde, liefi einen Einblick 
in die prozentualische Verteilung der organischen Bestandteile 
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der Ziihne gewahren, dahingehend, daf der Gehalt an Stick- 
stoff bei Menschen- und Tierzahnen der gleiche ist, wéhrend 
derjenige von Kohlenstoff und Wasserstoff differiert. Die hiefiir 
sprechenden Analvsen lasse ich folgen. 


Elementaranalyse. 

Eckzahne. Weisheitszahne. Zahne 60jahriger, 

0.42 g Substanz gaben 0.2202 g Substanz gaben 0,1451 g Substanz gaben 
bei 12,1 Volumen bei 5,4 Volumen bei 4 Volumen 
>» 185° Temp. >» 18° Temp. » 13° Temp. 
>» 712.5 mm Barom. >» 728 mm Barom. >» 728 mm Barom. 

oe S19°%/o XN. == 271%. XN. = 3,11°%o N. 

I. Analyse. Milchzahne. Hundezahne. 
0,1806 g Substanz gaben 0,302 g Substanz gaben 0,1945 g Substanz gaben 
0.0281 >H,O =1,71°/oH ~~ bei 8,2 Volumen bei 5,6 Volumen 
0,0561 » CO, = 847° 0 C >» 17° Temp. >» 13° Temp. 

Il. Analvse. >» 727 mm Barom. >» 726 mm Barom. 
0.3082 g Substanz gaben = 3,01 °%o N. = 3,24°/o0 N. 
0,0541 » H,O = 1,.94°/oH I. Analyse. 

0,0916 » CO, = 8,07%/0U 0.1751 g Substanz gaben 
0,0435 g HO = 2,74°%/o H 


0,0647 » CO, = 10,05%o C 
I], Analyse. 
0,121 g Substanz gaben 
0.0305 g H,O = 2,72% H 
0,0456 » CO, = 10,24°%o C 
Die Phosphorsiiure schlieBt sich in ihren Gehaltsschwan- 
kungen eng an den Kalk an. Magnesium und Kohlensaure 
haben durchweg gileiche Daten zu verzeichnen, mit einer Aus- 
nahme bei den Weisheitszahnen, wo letztere an Gehalt eine 
kleine Steigerung erfiihrt. Die Menschenzéhne sind reicher 
an Kalium und Chlor, die Hundezihne hingegen reicher an 
Natrium. Eine Erscheinung, die wohl Aufsehen erregen kann, 
besteht bei den Menschenziahnen selbst. Hier hat es sich ge- 
zeigt, daB der Weisheitszahn den gréften Kalkgehalt und den 
kleinsten Gliihverlust besitzt. Der Weisheitszahn ist bekanntlich 
der letzte der Ziihne, der an der Oberflaiche des Kiefers er- 
scheint, er ist auch derjenige, der préidisponierend gerne der 
Zahnearies anheimfallt; wie naheliegend ist es da, die Schlub- 
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folgerung zu ziehen, dafi die zu Caries geneigten Zihne einen 
groBeren Kalkgehalt aufweisen, wiihrend die widerstandsfahigeren 
mit gréferem Gehalt an organischer Substanz partizipieren. 
Greifen wir nur speziell die Daten iiber Kalk und Gliihverlust 

















heraus: 
Menschenziahne Tierzihne 
Eckzihne| Milch- |Weisheits-- Zuhne | tondezahne 
zihne § zahne 6(Qjahriger 
H,O-Gehalt . . 8.09 8,76 6.91 8,27 10,97 
Glihverlust . . | 22,20 | 22.84 18,33 | 21,42 25,99 
a 2959 | 31,65 30,25 27,23 








so ist dieses Mengenverhiltnis von Kalk und Glihverlust ein- 
fach nicht zu umgehen, ohne Winke zu erhalten, daf dies 
Anhaltspunkte vorbedingend fiir die Zahncaries sein kénnen. 
Obigen Analysen habe ich noch diejenigen des Wassergehaltes 
hinzugefiigt, weil sie in engem Zusammenhang mit dem wechseln- 
den Gehalt an Gliihverlust stehen. Es wiire somit die Méglich- 
keit geschaffen, meine eingangs aufgeworfene Frage, wie kommt 
es, daB Tier- bezw. Hundeziéhne im allgemeinen pathologischen 
Einfliissen viel linger widerstehen als die menschlichen, durch 
vorliegende chemische Untersuchungen dahin zu beantworten, 
daB die zutage gefOrderten Differenzen der Mengenverhiltnisse 
der anorganischen und organischen Bestandteile der Ziihne als 
Ursache einer wohl als erblich zu erklirenden Zahncaries zu 


betrachten sind. 











Zur Kenntnis der Extraktivstoffe der Muskeln. 
X. Mitteilung. 
Uber die Identitat des Novains mit dem Carnitin. 


Von 
R. Krimberg. 


(Aus dem medizinisch-chemischen Laboratorium der Universitat Moskau.) 


(Der Redaktion zugegangen am 11. April 1908.) 











Ich habe in meinen Arbeiten mehrmals die Vermutung 
ausgesprochen, dafi das Novain Kutschers mit dem schon 
friiher von Gulewitsch und mir entdeckten Carnitin héchst- 
wahrscheinlich identisch ist.1) Um in die Lage zu kommen, 
diese Frage zu einem gewissen Abschluf zu bringen, habe ich 
das Novain aus Liebigs Fleischextrakt, méglichst genau der 
Vorschrift Kutschers?) folgend, isoliert. Der auf diese Weise 
erhaltene Koérper erwies sich jedoch als tatsichlich mit dem 
Carnitin identisch. 

450 g Fleischextrakt wurden in 21/21 Wasser geldst, und 
die sauer reagierende Flissigkeit mit 20°/oiger Tanninlésung 
ausgefillt, wozu etwa 560g Tannin verbraucht wurden. Nach 
48 Stunden wurde die klare braunlichgelbe Fliissigkeit abge- 
gossen, und der zusammenhiangende pechartige Niederschlag 
nur oberflichlich gewaschen. Darauf wurde die Fliissigkeit 
mit bei 50° gesattigtem Barytwasser versetzt, bis sich an der 
Oberflaiche derselben beim Umriihren ein rétlicher Schaum zeigte. 
Der entstandene Niederschlag von Baryumtannat wurde abge- 
saugt und sorgfaltig gewaschen. Das miffarbene Filtrat wurde 


') Diese Zeitschrift, Bd. XLVIII, S. 418; Bd. L, S. 372, und 


Bd. LIII, S. 515. 
*) Zeitschrift f. Untersuch. d. Nahrungs- und Genufmittel, Bd. X. 


S. 528—534. 
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mit Schwefelsfure schwach angesduert und darauf, ohne vorher 
das ausgefallene Baryumsulfat zu entfernen, frischgefilltes Blei- 
hydroxyd im UberschuB eingetragen. Die schwach alkalische, 
beim Umrihren beinahe farblos gewordene Filiissigkeit wurde 
vom Baryumsulfat usw. abgesaugt. Das neue Filtrat wurde 
zunichst auf freier Flamme, dann auf dem Wasserbade zum 
diinnen Sirup eingeengt, welcher an einem kiihlen Orte stehen 
gelassen, sich bald in einen Krystallbrei verwandelte. Die Kry- 
stalle, welche nach Kutscher hauptsichlich aus Kreatin und 
Kreatinin bestehen, wurden abgesaugt und mit kleinen Mengen 
eiskalten Wassers gewaschen. Die Mutterlauge wurde mit dem 
Waschwasser vereinigt, mit Schwefelséure schwach angesiuert, 
das ausgeschiedene schwefelsaure Blei entfernt, und das etwa 
400 ccm betragende Filtrat mit 20°/oiger Silbernitratlésung aus- 
gefillt. Der Niederschlag, welcher nach Kutschers Angabe 
hauptsachlich aus Chlorsilber und den Resten der Alloxurbasen 
besteht, wurde abgesaugt und gewaschen. 

Nach Kutschers Vorschrift wird nun das Filtrat von 
diesem letzten Niederschlage mit 20°/oiger Silbernitratlésung 
versetzt, bis eine Probe, in gesaltigtes Barytwasser gebracht, 
nicht mehr einen weifen, sondern sofort einen braunen Nieder- 
schlag gibt. Um dieses zu erreichen, braucht Kutscher fiir 
4590 g Fleischextrakt etwa 150—200 g Silbernitrat. In meinem 
Versuch habe ich aber die Erfahrung gemacht, daf, wenn die 
gebrauchte Menge von Silbernitrat auch eine unvergleichbar 
geringere ist, die Ausbeute an Carnosin jedoch durchaus nicht 
kleiner ausfallt, als diejenigen Ausbeuten, welche Kutscher 
selbst erhalten hat. Ich versetzte das letzte Filtrat némlich mit 
so viel 20°/oiger Silbernitratlésung, bis eine Probe der Fliissig- 
keit, auf einem Uhrglase mit gesittigtem Barytwasser gemischt, 
einen in der Hauptmasse noch weifen Niederschlag gab, in 
welchem aber schon deutlich braune, bald schwarz werdende 
Partikelechen sichtbar wurden. Um dieses zu erreichen, mufte 
ich nur noch 300 cem der Lésung, oder 60 g Silbernitrat hinzu- 
liigen. Es ist also klar, daB Kutscher jedesmal einen geradezu 
enormen Uberschuf8 von Silbernitrat in die Fliissigkeit einge- 
fiihrt hat. 
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Die mit Silbernitrat behandelte Fliissigkeit wurde nun mit 
einem kleinen Uberschuf von kalt gesiittigtem Barytwasser aus- 
gefiillt, die niedergeschlagenen Silberverbindungen abgesaugt, 
gewaschen, mit Wasser verrieben und nach Zugabe von wenigen 
Tropfen verdiinnter Schwefelséure mit Schwefelwasserstoff zer- 
setzt. Vom Schwefelsilber wurde abfiltriert, und das stark 
alkalisch reagierende Filtrat bis zur Sirupdicke eingeengt. Beim 
Stehen schossen in demselben sehr bald Drusen radial grup- 
pierter feiner Nidelchen an. Die ganze Masse wurde mehrmals 
mit absolutem Alkohol ausgekocht, der Riickstand in Wasser 
gelist, mit Tierkohle behandelt, und die LO6sung von neuem 
zum Sirup eingeengt. Beim Stehen erstarrte derselbe krystal- 
linisch. Die Krystalle wurden abgesaugt, zuerst mit verdiinntem, 
und danach mit starkem Alkohol gewaschen. Die Mutterlauge 
wurde mit dem Waschalkohol vereinigt und bis zur Trockne 
eingedampft, der Riickstand in wenig Wasser geldst, die LOsung 
erhitzt und mit Alkohol bis zur starken Triibung versetzt. Beim 
Stehen auf dem Wasserbade schied sich alsbald beinahe schwarzes 
Ql aus, von welchem die noch warme Fliissigkeit abgegossen 
wurde. Die letztere wurde nochmals erwérmt und mit Alkohol 
ebenso wie das erstemal versetzt. Die vom ausgeschiedenen 
noch ziemlich gefiirbten Ol getrennte alkoholische Fliissigkeit 
wurde auf dem Wasserbade eingeengt. Beim Stehen itiber 
Nacht hatte sich aus derselben noch eine ziemlich bedeutende 
Menge von beinahe farblosen Krystallen abgeschieden, welche 
abgesaugt und gleich der ersten Fraktion gewaschen wurden. 
Die letzte Mutterlauge hinterlie} nach dem Einengen ziemlich 
viel gelbbraunes Ol, aus welchem sich jedoch nichts mehr aus- 
schied. Die beiden isolierten, zusammen 3,6 g wiegenden Kry- 
stallfraktionen wurden vereinigt und aus wenig Wasser um- 
krystallisiert, wobei ebenfalls zwei Krystallfraktionen gewonnen 
wurden. Die erste Fraktion wog 2 g und die zweite, durch 
Einengen der mit dem Waschalkohol vereinigten Mutterlauge 
erhaltene — 1g. Die zweite Fraktion wurde bei 11Q° ge- 
trocknet und analysiert. 

0,1041 g Substanz lieferten 22,50 ccm N bei 19° und 753 mm Bar. 
Gefunden: Berechnet fiir C,H,,N,O,: 
N = 24.40%. N = 24.78%, 
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Die zweite analysierte Fraktion schmolz bei 239—240° 
unter Zersetzung. Die erste dem Aussehen nach etwas reinere 
Krystallfraktion zersetzte sich ebenfalls bei 240°. Nach Gule- 
witsch!) zersetzt sich das Carnosin nimlich bei 241—245°; 
der Zersetzungspunkt wechselt jedoch mit der Schnelligkeit des 
Erhitzens. 

Aus 450 g Liebigs Fleischextrakt wurden also im ganzen 
3 g analysenreines Carnosin isoliert, wihrend Kutscher aus 
derselben Menge Fleischextrakt in verschiedenen Fallen eben- 
falls héchstens 3 g Ignotin, welches ja, wie Gulewitsch ge- 
zeigt hat, mit dem Carnosin identisch ist, isolieren konnte. Auf 
Methylguanidin wurde der Silberniederschlag nicht untersucht. 

Das Filtrat von den Silberverbindungen wurde sofort durch 
Schwefelsdéure vom iiberschtissigen Baryt und durch Salzsiiure 
vom Silber befreit, mit Barytwasser neutralisiert, von dem Nieder- 
schlag abgesaugt, bis zu 11 eingeengt, mit Schwefelsiiure stark 
angesduert und mit Phosphorwolframsiiure ausgefiillt. Nach 
24 Stunden wurde der Niederschlag abgesaugt und sorefiiltig 
gewaschen. Beim Waschen ging jedoch ein geringer Teil des 
Niederschlages sehr hartnickig durch das Filter, wobei das 
Wasser etwas triibe ablief; die Triibung konnte jedoch weder 
durch Filtration noch durch lingeres Stehenlassen der Fliissig- 
keit beseitigt werden. Der gewaschene Niederschlag wurde 
durch Verreiben mit bei 50° gesattigtem Barytwasser zersetzt, 
das Filtrat vom Baryumphosphorwolframat mit Kohlensiure 
gesattigt, nochmals filtriert und bis zur Sirupdicke eingeengt. 
Beim Stehen erstarrte der Sirup schnell zu einem Krystallbrei. 
Die Krystalle, welche nach Kutscher zum gréften Teil aus 
Kreatin, Kreatinin und Kaliumearbonat bestehen, wurden ab- 
gesaugt und mit wenig eiskaltem Wasser gewaschen. Die mit 
dem Waschwasser vereinigte und von neuem bis zur Sirup- 
dicke eingeengte Mutterlauge wird nun nach Kutschers Vor- 
schrift mit konzentrierter Salzséure stark angesiiuert. Im An- 
lang rief dabei jeder Tropfen der Siéure sehr heftiges Zischen 
und Aufschéumen hervor, und als die Reaktion der Fliissigkeit 
schon neutral geworden war, wurde noch etwas Salzsiure hinzu- 





") Diese Zeitschrift, Bd. L, S. 205. 
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gefiigt, wonach jedoch ein mit der Fliissigkeit befeuchtetes rotes 
Congopapier seine Farbe noch nicht anderte. Die Fliissigkeit 
wurde mit absolutem Alkohol versetzt, solange der nur aus 
anorganischen Salzen bestehende Niederschlag sich noch ver- 
mehrte; derselbe wurde abgesaugt und mit Alkohol gewaschen. 
Das Filtrat wurde mit dem Waschalkohol vereinigt und auf 
dem Wasserbade eingeengt. Die abgekiihlte Fliissigkeit lieferte 
nun, auf einem Uhrglase mit alkoholischer Quecksilberchlorid- 
ldsung gemischt, zwar einen krystallinischen Niederschlag, als 
aber nachher die ganze Menge der Fliissigkeit mit gr6dBeren 
Quantitiiten des Fiallungsmittels versetzt wurde, schied sich 
der Niederschlag zum gréfSten Teil als bréunliches O1 aus, 
wiihrend nach Kutscher der Niederschlag kérnig-krystallinisch 
ausfallen soll. Beim Stehen unter der alkoholischen Fliissig- 
keit erhielt der Niederschlag zuletzt die Konsistenz eines weichen 
Teiges. Am dritten Tag wurde die vollstindig klare Fliissig- 
keit abgegossen, und der Niederschlag unter Umriihren mit 
einem Glasstabe dreimal mit gesattigter alkoholischer Sublimat- 
ldsung gewaschen, wobei jedes Mal die klare Waschfliissigkeit 
abgegossen wurde. 

Der Umstand, da8 in unserem Fall der Sublimatnieder- 
schlag sich zum gréBten Teil als Ol ausschied, lieB schon a 
priori vermuten, dafi in demselben Carnitin vorhanden sei. 
Wie ich schon friiher berichtet habe,') bildet das Carnitin nim- 
lich zwei Doppelsalze mit Quecksilberchlorid. Das eine Salz 
besitzt die Zusammensetzung C,H,,NO, - 2 HgCl, und eine ver- 
hiltnismabig groBe Krystallisationsfihigkeit; es wird aus al- 
koholischen Lésungen von freiem Carnitin erhalten. Das andere 
Salz dagegen hat die Zusammensetzung C,H,,NO, - HCl - 6 HgC!, 
und krystallisiert bedeutend schwerer; es scheidet sich ge- 
woéhnlich als Ol aus alkoholischen Lésungen, welche einen 
kleinen Uberschu8 von Salzsiure enthalten; ab. Auferdem, 
wie ich ebenfalls schon friiher berichtet habe,?) wird beim 
Neutralisieren mit Salzsiure nicht alles Carnitin in das Chlor- 
hydrat tibergefiihrt. Es ist also zu erwarten, daf aus salzsaure- 


) Diese Zeitschrift, Bd. L, S. 366—7. 
:) Diese Zeitschrift, Bd. L, S. 368—70. 
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haltigen, aber noch keinen UberschuB der Siiure enthaltenden 
Losungen sich beide Quecksilberverbindungen des Carnitins 
abscheiden werden, und daB je nach der verhaltnismibigen 
Menge des in der Lisung vorhandenen salzsauren und freien 
Carnitins der Niederschlag alle zwischen einem krystallinischen 
und 6ligen denkbaren Konsistenzstufen besitzen wird. Ich habe 
denn auch in der Tat aus LOsungen, welche unter der Kon- 
trolle eines Lackmuspapiers neutralisiertes Carnitin enthielten, 
durch Hinzufiigung von Quecksilberchlorid Niederschlige er- 
halten kénnen, welche allem Anschein nach total krystallinisch 
waren; spater konnte ich aber auch die Beobachtung machen, 
dafi wenigstens einige von solchen Niederschligen bei liingerem 
Stehen an der Luft wieder weich wurden. Die Tatsache, dab 
Kutscher krystallinische Niederschlige erhalten hatte, wiihrend 
in meinem Versuch sich ein mehr Oliger ausschied, konnte 
man also dadurch erklaren, dafi ich wahrscheinlich wohl mehr 
Salzsiiure hinzugefiigt hatte, als Kutscher. Ubrigens diirfte ja 
auch die Quantitét von Salzsaure, mit welcher ein und dieselbe 
Menge Carnitin versetzt werden muf, um bis zur neutralen 
Reaktion auf Lackmus zu gelangen, in verschiedenen Fiillen 
verschieden sein, abhéngig von dem Gehalt der zu neutrali- 
sierenden Fliissigkeit an kohlensaurem Salz der Base. 

Der erhaltene Sublimatniederschlag wurde auf dem Wasser- 
bade mit ca. 11/2 1 Wasser erwirmt, ohne dafi sich jedoch alles 
gelést hatte, und mit Schwefelwasserstoff zersetzt. Das Filtrat 
vom Quecksilbersulfid wurde bis zur Sirupdicke eingeengt, wo- 
bei am Ende sehr reichlich Salzséuredémpfe entwichen. Der 
stark gefiirbte Sirup wurde mit absolutem Alkohol aufgenom- 
men, die Lésung von den in geringer Menge zuriickgebliebenen 
anorganischen Salzen abfiltriert und mit alkoholischer Platin- 
chlorwasserstoffsaiure unter sorgfaltiger Vermeidung eines grobe- 
ren Uberschusses derselben ausgefillt. Der voluminése Platin- 
niederschlag wurde abgesaugt und mit Alkohol gewaschen; nach 
24stiindigem Stehen in vacuo wog derselbe 12 g. Nach 
Kutschers Vorschrift wird nun dieser Niederschlag in wenig 
Wasser aufgeschwemmt. Er wurde deshalb vorsichtig und unter 
Umriihren zuerst mit 100 cem Wasser tibergossen, die Fliissig- 
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keit am anderen Tag scharf abgesaugt, der ziemlich volumi- 
nose Riickstand noch einmal in 100 cem Wasser aufgeschwemmt. 
auf dem Wasserbade gelinde erwarmt und nach volligem Er- 
kalten abgesaugt. 

Der zuriickgebliebene Teil der Platinverbindungen wurde 
aus heifem Wasser, worin sich alles leicht loste, umkrystalli- 
siert. Beim Stehen der Losung auf erkaltendem Wasserbade 
schied sich bald eine reichliche Menge sehr feiner orangefar- 
bener Bliittchen aus, welche abgesaugt und mit Wasser vor- 
sichtig gewaschen wurden. Ein Teil der Krystalle wurde zer- 
rieben, bei 115° getrocknet und analysiert, wobei es sich er- 
wies, dali} nach dem Prozentgehalt an Platin die Substanz dem 
Oblitinplatinat entspricht. Bekanntlich zeigt nach Kutscher 
das in kaltem Wasser schwerlésliche Platinat nicht immer 
ein und dieselbe Zusammensetzung, indem es zuweilen aus 
sehr geringen Mengen von Karnomuskarin besteht, welches in 
anderen Fiillen dagegen durch etwas Oblitinplatinat ersetzt 
werden kann. In meinem Fall war die Menge des erhaltenen 
Oblitinplatinates eine bedeutendere und wog 2,4 g. In einem 
bis auf ca. 200° vorgewarmten Bade schmolz die Substanz 
bei 216—217° unter Zersetzung, wihrend nach Kutscher das 
Oblitinplatinat sich scharf bei 230° zersetzen soll. 

0.1835 g Substanz hinterliehen nach dem Gliihen 0,0453 g Platin 
Gefunden: Berechnet fiir C,,H,,.N,O; - 2 HCl- PtCl, : 

Pt = 24,69 °/o. Pt = 25,2°%o. 

Die nach dem Umkrystallisieren des Oblitinplatinates hin- 
terbliebene Mutterlauge wurde mit den schon friiher erhaltenen 
200 ecm der Platinlésung vereinigt, die Fliissigkeit mit Schwefel- 
wasserstoff zersetzt, das Filtrat vom Platinsulfid bis zum diinnen 
Sirup eingeengt und mit einer 10°/oigen Lésung von Gold- 
chlorwasserstoffsaure fraktioniert ausgefiallt. ! 

Der erste durch Hinzufiigung von 20 ccm der Loésung 
erhaltene Niederschlag wurde scharf abgesaugt und aus heifbem 
Wasser umkrystallisiert. Bei langsamem Erkalten der Lésung 
schied sich ein Teil der Goldverbindung zuerst als Ol ab, 
welches sehr bald zu einem ziemlich harten, orangefarbenen 
Plattchen am Boden des Glases erstarrte, der andere Teil 
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darauf aber in der Form von gelben, viel heller gefirbten feinen 
Niidelchen. Das Plattchen wurde etwas zerkleinert, samt den 
Nadelchen abgesaugt und mit wenig eiskaltem Wasser ge- 
waschen. Ein Teil dieser Fraktion wurde zerrieben, bei 100° 
getrocknet und analysiert. Die Substanz schmolz in einem bis 
ca. 100° vorgewirmten Bade bei 151—152° und stellte das 
Golddoppelsalz des Carnitins dar. 
0.2440 g Substanz hinterliefen nach dem Gliihen 0,0962 g Gold. 
Gefunden: Berechnet fiir C,H,,NO,ClAu: 
Au = 39,43 °/o. Au = 39,35°%o. 

Die weiteren Fraktionen des Goldsalzes bis zur fiinften 
inklusive wurden nun in der Weise erhalten, daf die nach dem 
Umkrystallisieren der vorigen Fraktion hinterbliebene Mutter- 
lauge mit der weiter zu fallenden Hauptlosung vereinigt, die 
Fliissigkeit bis zur beginnenden Krystallisation eingeengt und 
mit 20 eem der GoldchlorwasserstoffsiurelOsung versetzt wurde. 
Alle diese Fraktionen, nur die fiinfte ausgenommen, stellten 
nach Zerkleinerung der durch Erstarren des ausgeschiedenen 
Qles entstandenen Plittchen kleine Schollen und zweierlei Art 
Nadeln dar, wobei die feineren Niidelchen durch ihre _ helle 
celbe Farbe sich deutlich von den viel dunkleren orangefarbenen 
groben Nadeln und Schollen unterschieden. Diese Fraktionen 
bestanden alle aus analysenreinem Carnitin. Ein Teil der vier- 
ten Fraktion wurde zerrieben, bei 100° getrocknet und ana- 
lysiert. Die Substanz schmolz bei 152—155°. 

0.2184 g Substanz hinterliefen nach dem Gliihen 0,0863 g Gold. 
Gefunden : Berechnet fiir C,H,,NO,Cl,Au: 
Au = 39,51 °/o. Au = 39,35°/o. 

Die fiinfte Fraktion schmolz dagegen etwas _ niedriger, 
nimlich bei 149° und enthielt 39,88°/o Gold. Auch dem déuBeren 
Ansehen nach wich diese Fraktion merklich von den vorigen 
ab, indem der Farbenunterschied zwischen den Nadelchen und 
den Schollen nur wenig hervortrat. Es war hier dem Carnitin 
ohne Zweifel die in den niachstfolgenden Fraktionen aufge- 
fundene, bis jetzt noch unbekannte Base, welche einen hdheren 
Goldgehalt besitzt, beigemischt. Jedoch nochmals umkrystalli- 
siert glich auch diese Fraktion in allem den vorigen Carnitin- 
fraktionen; die Substanz schmolz jetzt bei 151—153°. 

33* 
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0,2297 g der bei 100° getrockneten Substanz hinterliehen nach 
dem Gliithen 0,0911 g Gold. 

Gefunden : Berechnet fiir C;H,,NO,Cl,Au: 
Au = 39,66%. Au = 39,35%o. 

Die auf solche Weise erhaltenen ersten fiinf Fraktionen 
des Golddoppelsalzes wogen zusammen 7,74 g. Die analysierten 
Fraktionen, also die erste, vierte und fiinfte, wurden vereinigt, 
zerrieben, bei 100° bis zur Gewichtskonstanz getrocknet, und 
der grote Teil davon zur Priifung der optischen Aktivitit der 
Base verwandt. 2,5595 g Substanz wurden mit Schwefelwasser- 
stoff zersetzt, der Goldsulfidniederschlag abfiltriert und méglichst 
sorgfaltig gewaschen. Das quantitativ gesammelte Filtrat wurde 
in vacuo iiber Schwefelsiiure bei Gegenwart von festem Atz- 
kali stark eingeengt und in einem graduierten Kélbchen genau 
bis 10 eem aufgefiillt. Da aus 2,5595 g des Goldsalzes des 
Carnitins C,H,,NO,Cl,Au nach der Berechnung 1,0092 g Chlor- 
hydrat C,H,,NO,Cl resultieren, so mufbte die Konzentration der 
dargestellten Lésung gleich 10,092 sein. Auf erdem enthielt 
die Lésung natiirlich noch einen Uberschuf8 von freier Salz- 
siure, welche sich bei der Zersetzung des Chloroaurats gebildet 
hatte und vom Atzkali ungebunden geblieben war. In einem 
100 mm-Rohr polarisiert, ergab die Lésung der Substanz: a = 


— 2,11°, woraus [a]p = — 20,91° berechnet wird. In einem 
noch nicht reinen Praparat des Carnitinchlorids habe ich friiher 
[a]p = — 24,1° gefunden. ') 


Aus dem polarisierten Chlorhydrat wurde weiter noch 

die fiir das Carnitin charakteristische Sublimatverbindung 
C,H,;NO, - 2 HgCl, 

dargestellt. Die Lésung des Chlorhydrats wurde mit noch etwas 
Salzsiiure versetzt und mit Phosphorwolframsaéure ausgefiillt. 
Die Lésung der aus dem Niederschlage auf die gewodhnliche 
Weise isolierten freien Base wurde bis zur Trockene einge- 
dampft, der Riickstand mit absolutem Alkohol aufgenommen. 
und die erhaltene Fliissigkeit mit gesittigter alkoholischer 
Sublimatlésung ausgefiillt. Der krystallinische Niederschlag wurde 





‘) Diese Zeitschrift, Bd. L, S. 369. 
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abgesaugt, mit Alkohol gewaschen und aus heiBem Wasser, 
worin sich alles ohne Riickstand léste, umkrystallisiert. Die 
zwei erhaltenen schneeweifen Krystallfraktionen bestanden aus 
sehr feinen, glanzenden, bis zu ‘1/2 cm langen, zum Teil in 
sphirische Aggregate gruppierten Nadelchen und wogen zu- 
sammen 2,48 g. Eine Mischprobe der beiden Fraktionen wurde 
zerrieben, bei 110° getrocknet und analvysiert. 
0.2511 g Substanz lieferten 0,1439 g Quecksilber, als HgS ausgeschieden. 
Gefunden : Berechnet fiir C,H,,NO, - 2 HgCl,: 

Hg = 57,31%o. Hg = 56,90%o. 

Die analysierte Substanz schmolz bei 204—205° unter 
Zersetzung, wahrend in einer friiheren Arbeit!) der von mir 
fiir diese Verbindung als sehr bestiandig und charakteristisch 
bezeichnete Schmelzpunkt bei 196—197° angegeben worden 
ist. Fiir die Quecksilberverbindungen, welche bei der Isolierung 
des Carnitins durch fraktionierte Krystallisation der Sublimat- 
niederschlage erhalten worden waren, konnte ich in der Tat 
niemals einen héheren Schmelzpunkt als gerade den letztange- 
fiihrten beobachten, obwohl die Analysen jener Verbindungen 
durchaus befriedigende Resultate ergeben hatten. Da aber die 
<oeben dargestellte Quecksilberverbindung aus analysenreinem 
Golddoppelsalz des Carnitins erhalten worden ist, so muf sie 
natiirlich als noch etwas reinere angesehen werden. 

Endlich ergab auch noch die von Herrn Professor WI. Gule- 
witsch liebenswiirdigerweise ausgefiihrte Vergleichung der kry- 
stallographischen Eigenschaften des nach Kutschers Methode 
erhaltenen Golddoppelsalzes mit demjenigen eines nach anderem 
Verfahren dargestellten Préparates der Goldverbindung des 
Carnitins die vollste Identitat beider Korper. 

Die nach dem Umkrystallisieren der fiinften und letzten 
Fraktion des Carnitingolddoppelsalzes hinterbliebene Mutterlauge 
wurde wie friiher mit der weiter zu fillenden Hauptlésung ver- 
einigt, die Fliissigkeit bis zur beginnenden Krystallisation ein- 
geengt und zum letztenmal mit 4 ccm einer 25°/oigen Losung 
von Goldchlorwasserstoffsaure versetzt, ohne da jedoch der 
beim Erkalten der eingeengten Lésung ausgeschiedene Nieder- 





') Diese Zeitschrift, Bd. L, S. 368. 
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schlag sich merklich vermehrt hatte. Der Niederschlag wurde 
abgesaugt und aus heifiem Wasser umkrystallisiert. Durch Ein- 
engen der beiden vereinigten Fliissigkeiten wurde noch ein 
kleinerer ebenfalls aus organischer Substanz bestehender Nieder- 
schlag erhalten; bei weiterem Ejnengen der Fliissigkeit schied 
sich jedoch zuletzt etwas Kaliumchlorid aus. Nach dem Um- 
krystallisieren schmolz die zweite Fraktion, gleich der ersten, 
bei etwa 130°, sie wies aber einen bedeutend hodheren Gold- 
gehalt als das Carnitingolddoppelsalz auf. Die beiden Fraktionen 
wurden vereinigt und nochmals aus heifiem Wasser, worin die 
Substanz sich sehr leicht loste, umkrystallisiert. Aus der heifen 
iibersiittigten Losung schied sich die Verbindung ebenfalls wie 
beim Goldsalze des Carnitins teilweise als Ol aus, welches beim 
Erkalten ebenfalls zu einem Plattchen erstarrte. Dasselbe wurde 
zerdriickt, zusammen mit den darauf ausgeschiedenen feineren 
Krystillchen abgesaugt und mit eiskaltem Wasser vorsichtig 
gewaschen. Der auf solche Weise erhaltene Korper (0,95 g) 
unterschied sich aber sehr deutlich von dem Goldsalze des 
Carnitins dadurch, dafi die kleinen Schollen, ebenso wie die 
feineren Krystiillchen, welche unter dem Mikroskop abgebrochene 
vierkantige Prismen darstellten, eine vollstandig gleichmabige 
hellgelbe Farbe besafBen. Die Substanz wurde zerrieben und 
im Anfang bei 100° getrocknet. Da es sich aber dabei heraus- 
stellte, dafi die Verbindung bei dieser Temperatur schon etwas 
weich wird und sich zusammenballt, so wurde sie nochmals 
zerrieben, in einem Vakuumexsikkator tiber Schwefelsiure weiter 
bis zur Gewichtskonstanz getrocknet und analysiert. Der Kérper 
schmolz in einem bis etwa 100° vorgewirmten Bade bei 126 
bis 128° zu einer roten Fliissigkeit, welche beim Erkalten wieder 
krystallinisch erstarrte. 

I. 0,2309 g Substanz, in einem Schiffchen mit gepulvertem Blei- 
chromat bedeckt und in einem mit Bleichromat gefiillten Rohr mit ver- 
gelegter Kupfer- und Silberspirale verbrannt, gaben 0,0629 g H,O und 
0,1195 g CO,. 

II. 0,1793 g Substanz lieferten 8,10 ccm N bei 19° und 766 mm Bar. 

III. 0,1951 g Substanz gaben 0,0801 g Au, als Au,S, ausgeschieden, 
Aus dem mit Calciumcarbonat eingedampften Filtrat vom Goldsulfid- 


niederschlage resultierten 0,2334 g AgCl. 
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Gefunden: Berechnet fiir 

I. II. Ill. C,H,,N,O,AuCl, : 
CG = 14,120 _— — 14.81 °% 
H = 3,07°% — — 312° 0 
Nn => —- 3.19% 0 _— 5,76 "0 
Au= — — 41.05% 9 40,56 ° 
a= — — 29,57 °/0 29,17 %/o 
o0o= — — (7,00 ° 0) 6,58? » 


Die Ergebnisse der Analysen zeigen somit, dafi die iso- 
lierte Substanz die Zusammensetzung C,H,,N,O,AuCl, hat und 
folglich das Chloraurat einer bis jetzt noch unbekannten or- 
canischen Base darstellt. Der freien Base selbst kommt hichst- 
wahrscheinlich wohl die Formel C,H,,N.O, zu. Sie wiirde dem- 
nach also die Zusammensetzung des Lysins haben. Doch konnte 
man gegen ihre Auffassung als Diaminosiiure einwenden, dal} 
die Goldsalze der bisher bekannten Diaminosiiuren zwei Atome 
Gold enthalten. ') 

Aufer dem Carnitin und der soeben beschriebenen neuen 
Base konnte durch die fraktionierte Fiillung mit Goldchlor- 
wasserstoffsiure kein anderer Korper mehr isoliert werden. 
Da aber die neue Base zwei Atome Stickstoff enthilt, und da 
nach Kutschers Angabe das Novain im Fleischextrakte reich- 
lich und stets vorhanden ist, so kann ja nur das Carnitin der- 
jenige Korper sein, welchen Kutscher als Novain beschrieben 
hat. Auferdem sind ja auch die von Kutscher angegebenen 
Kigenschaften des Novains in so hohem Grade denjenigen des 
Carnitins aéhnlich, dai man an der Identitit der beiden Kérper 
wohl kaum zweifeln konnte. Besonders hervorzuheben ist aber 
der Umstand, dafi der als Novain beschriebene Korper optisch 
aktiv ist, was Kutscher unverstandlicherweise iibersehen hat. 

Das Novain ist also mit,dem Carnitin identisch. Das 


1) Bekanntlich hat Winterstein (Diese Zeitschrift, Bd. XLV, 
S. 72—74) bei der Spaltung der aus Ricinussamen darstellbaren Eiweif- 
substanzen ebenfalls ein Isomeres des Lysins aufgefunden. Mit dem 
letzteren ist aber der von mir isolierte Kérper wahrscheinlich wohl nicht 
identisch. Die von Winterstein isolierte Base gibt nimlich kein Doppel- 
salz mit Platinchlorid, wahrend ja der yon mir erhaltene Kérper aus 
einem Platinniederschlage stammt. 
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letztere stellt aber, wie ich gezeigt habe, ein y+-Trimethyloxy- 
butyrobetain dar und ihm kommt die Konstitutionsformel 
O CO 


N\ cH, - CH\OH) - CH, 

zu,1) und eben dadurch wird auch bestatigt, da’ dem Chloro- 
aurat der Base die Zusammensetzung C,H,,NO,C1,Au entspricht. 
Folglich muB die von Kutscher berechnete Formel des Chloro- 
aurates C,H,,NO, - HCl - AuCl,,2) ebenso wie die von ihm vor- 
geschlagene Konstitutionsformel %) 





(CHg), " 


oH 
CH, - CH, CH, - CH 
| NOH 
(CH,), +N 
OH 


fallen. Endlich muf8 auch der Name «Novain» selbst fallen. 
Wie ich schon oben angegeben habe, betrug die Menge 
des von mir aus 450 g Fleischextrakt isolierten Carnitinsalzes 





') Diese Zeitschrift, Bd. LIII, S. 525. Es ist ebendaselbst aber 
auch betont, dafs die B-Stellung der Hydroxylgruppe im Carnitinmolekii! 
nur die wahrscheinlichste ist. und dafs sie vorlaéufig noch keine experi- 
mentelle Stiitze fiir sich hat. Hoffentlich wird wohl die in Angriff zu 
nehmende Synthese des Carnitins dariiber Aufschlufi geben. 

*) Zeitschrift f. Untersuch. d. Nahrungs- und Genufimittel, Bd. X, 
S. 533. Ebenda (S. 537) macht Kutscher selbst darauf aufmerksam, 
dafi der von ihm bei den Analysen gefundene Goldwert des Novaingold- 
chlorids (39,7—39,9°/o Au) stets merklich hinter dem fiir die Forme! 
C,H,,NO,Cl - AuCl, berechneten (40,5°/» Au) zuriickgeblieben sei, auch wenn 
er das Goldsalz aus Wasser, dem er etwas Goldchlorid und Salzsiure 
zugefiigt hatte, umkrystallisierte. Als ich aber darauf bereits schon vor 
zwei Jahren (Diese Zeitschrift, Bd. XLVIII, S. 418) den Hinweis gemacht 
hatte, daf die von Kutscher gefundenen Goldwerte eher fiir die Forme! 
des Carnitingoldchlorids, welche nur 39,35°/o Au verlangt, passen, kiindigte 
Kutscher an (Diese Zeitschrift, Bd. LI, S. 460, Anmerkung), dafs es ihm 
nun endlich gelungen ware, nicht allein Priiparate der Goldverbindung 
des Novains mit dem nétigen Prozentgehalt an Gold darzustellen, sondern 
auch die Ursache zu ermitteln, weshalb die friiheren Praparate dieses 
Salzes bei den Analysen keine befriedigenden Resultate geliefert hatten, 
und versprach, in der Zukunft naher darauf einzugehen. Meines Wissens 
hat Kutscher aber dies bis jetzt noch nicht getan. 

%) Diese Zeitschrift, Bd. XLIX, S. 49. 
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7.74 g, wahrend Kutscher selbst aus ebenso viel Fleischextrakt 
in verschiedenen Fallen nur 2,5—4,5 g Novaingoldchlorid er- 
halten konnte.') Rechnet man aber auch sogar die von mir 
erhaltene Ausbeute in die Sublimatverbindung des Carnitins 
C.H,,NO, - 2 HgCl, um, so bekommt man ebenfalls nur etwa 
11 g dieser Verbindung. Nach der von Gulewitsch und mir 
beschriebenen Methode habe ich aus 455g Fleischextrakt da- 
segen bis 26,7 g der Quecksilberverbindung des Carnitins iso- 
lieren kénnen. Noch schlechter steht es allerdings mit dem 
Carnosin. Nach der Methode von Kutscher habe ich, wie 
schon oben angegeben, 3 g freies Carnosin isoliert, und gerade 
ebenso viel hat im besten Fall auch Kutscber selbst erhalten. 
Dagegen ist es mir nach der von Gulewitsch und Amiradzibi 
beschriebenen Methode gelungen, aus 452 g Fleischextrakt bis 
19,6 g salpetersaures, oder 15,3 g freies Carnosin zu isolieren. 
Daf mit Hilfe der von Kutscher beschriebenen Methode wenig- 
stens bei der Isolierung des Carnosins und Carnitins nicht 
einmal annahernd gute Ausbeuten erzielt werden, liegt also 
auf der Hand. 

Bei der Bearbeitung des Fleischextraktes nach Kutscher 
konnte ich weder Karnomuscarin noch Neosin?) oder die das 
letztere zuweilen vertretenden Neurin und Cholin®) auffinden. An 
der Stelle des Neosins und seiner Vertreter lief sich dagegen sofort 
Carnitin isolieren. Aber gerade das Neosin halten Kutscher 
und Lohmann‘) fiir einen physiologisch sehr interessanten 
Korper, weil sie dasselbe auch aus ganz frischem Ochsenfleisch 
hergestellt haben. Man muB daraus den SchluB ziehen, dab 
die tibrigen Basen, namlich das Carnosin, das Carnitin und 
auch das Methylguanidin, von den genannten Forschern in frischen 
hindermuskeln nicht aufgefunden werden konnten. Diese Tat- 
sache spricht aber ebenfalls sehr wenig zugunsten der von 
Kutscher ausgearbeiteten Methode. Wie ich nimlich gezeigt 


1) Zeitschrift f. Untersuch. d. Nahrungs- u. Genufimittel, Bd. X, S. 536 
*) Ebendas., S. 533. 
3) Ebendas., Bd. XI, S. 582. 
*) Pfliigers Archiv f. Physiologie, Bd. CXIV, S. 567. 
Kutscher, Diese Zeitschrift, Bd. XLIX, S. 49. 
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habe,!) sind das Carnitin und das Methylguanidin in frischem 
Rindfleisch wenigstens in solcher Quantitaét enthalten, da sie 
daraus ohne grdfere Mihe isoliert und identifiziert werden 
konnen. Was dagegen die Menge des in frischen Muskeln ent- 
haltenen Carnosins anbelangt, so kann in dieser Hinsicht mit 
dem letzteren, von allen bis jetzt bekannten stickstoffhaltigen 
Extraktivstoffen der Muskeln, nur das Kreatin konkurrieren. 
Hinsichtlich des Neosins wiirde ich mir aber erlauben, natiir- 
lich mit gewisser Vorsicht die Vermutung auszusprechen, dat} 
dasselbe weder in frischem Rindfleisch noch sogar in tadelloseim 
Liebigs Fleischextrakt enthalten ist, und dafi es, héchstwahr- 
scheinlich, ein bei der Bearbeitung des Fleischextraktes nach 
Kutscher, eventuell durch Einwirkung von heifer starker Salz- 
siiure auf andere darin enthaltene Substanzen, kiinstlich entstan- 
denes Produkt darstellt. Das Einengen der Losungen in Gegen- 
wart von viel freier Salzsiure aber ist auBerdem noch dadurch 
hdchst bedenklich, daf die im Fleischextrakt enthaltenen optisch 
aktiven Korper dabei der Racemisierung anheimfallen kénnen. 


‘) Diese Zeitschrift, Bd. XLVIII, S. 417. 


Heidelberg, den 10. April 1908. 
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Uber die Reaktion des Harnes. 
Von 


Dr. L. de Jager, prakt. Arzt zu Stiens (Niederland). 





(Der Redaktion zugegangen am 16, April 1908.) 


Unter obenstehender Aufschrift habe ich in dieser Zeit- 
schrift (Band XXIV, Heft 4) eine Arbeit verdffentlicht, welche 
ich jetzt weiter verfolgt habe. 

Das Hauptergebnis obiger Arbeit ist, dab ich gezeigt habe, 
dah die Freund-Liebleinsche Methode zur Acidititsbestim- 
mung des Harnes untauglich ist, vor allem weil bei Anwesen- 
heit von Uraten nach Zusatz von BaCl, aus zweifach saurem 
Phosphat einfach saures gebildet wird. Letzteres ist von Arn- 
stein!) bestatigt worden. Nur ist von ihm gezeigt worden, 
daB ich meine Versuche mit Biurat anstatt, wie ich glaubte, 
mit neutralem Urat angestellt habe. Diesen Irrtum verdanke 
ich dem Lehrbuch der physiologischen Chemie von Ham- 
marsten (1898). Weil aber der Harn auch Biurat und nicht, 
wie Hammarsten angibt, neutrales Urat enthilt, hat dieser 
Irrtum keine praktische Bedeutung. 

Ich glaube die weiteren Auseinandersetzungen Arnsteins 
liber meine Arbeit tibergehen zu k6nnen, weil sie zum Teil 
Ungenauigkeiten hervorheben, zum Teil andere mitgeteilte Ver- 
suche betreffen, welche fiir die Hauptsache von geringem 
Interesse sind, beziiglich deren ich es dahingestellt sein lasse, 
wer von uns beiden in jedem Punkt recht hat. Feststeht, dab 
die Scheidung von einfach und zweifach saurem Phosphat mit- 
tels BaCl,, welche in reinen PhosphatlOsungen ziemlich gut 
gelingt, in Harn nicht mdglich ist, weil durch die Anwesenheit 
von Uraten mehr Phosphat niedergeschlagen wird, als in der 
Form von einfach saurem Phosphat anwesend war. Mit dieser 
Tatsache ist aber mehr bewiesen. Es wird angenommen, daf 
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der normale Harn einfach und zweifach saure Phosphate ent- 
hilt. Der einzige Beweis dafiir ist, daf durch BaCl, ein Tei! 
der Phosphorsiiure gefallt wird. Wenn es nun feststeht, dai 
dieses auch geschehen kann, ohne dafi einfach saure Phos- 
phate zugegen sind, so muf die Anwesenheit der letzteren Ver- 
bindungen auf andere Weise bewiesen werden. Der Harn kann 
einfach saure Phosphate enthalten, wie ich weiter unten zeigen 
werde; ich glaube aber beweisen zu koénnen, dafi der normale 
Tagesharn nur zweifach saure Phosphate enthilt. 

Aus den Analysen Stadelmanns?) geht hervor, dafi die 
Summe der Saureiquivalente an Cl, SO, und PO, jene der 
Baseniiquivalente an K, Na, NH,, Ca und Mg iibertrifft. Die 
Summe der ersteren betrug 0,3780, jene der letzteren 0,3488, 
wenn alles PO, als zweifach saures Phosphat anwesend ist. 
Weil auBerdem noch organische Sauren anwesend sind, so ist 
es a priori nicht sehr wahrscheinlich, dafi der Harn einfach 
saure Phosphate enthalten wiirde, welche ja schon von CQ, 
in zweifach saure Phosphate verwandelt werden. 

In meiner genannten Abhandlung habe ich eine Methode 
angegeben, um den Punkt zu bestimmen, bei welchem in einer 
Mischung von Phosphaten nach Saurezusatz alles Phosphat in 
saures umgesetzt worden ist. Ich ging bei dieser Methode 
von folgenden Betrachtungen aus: Wenn zu einfach saurem 
Phosphat eine bestimmte Menge Salzsaéure zugesetzt wird, und 
darauf die aquivalente Menge NaOH, so sind die Verhiltnisse 
wieder hergestellt, nur ist etwas NaCl hinzugekommen. Setzt 
man zu einer Mischung von zweifach und einfach saurem Phos- 
phat HCl hinzu und darauf BaCl,, so wird die Lésung neben 
HCl und BaCl, nur Ba(H,PO,), enthalten. Neutralisiert man 
die zugesetzte Salzsiure mit NaOH, so wird dem Phosphat 
dieselbe Menge Alkali zugefiihrt, welche ihm von der Siure 
entzogen worden ist, und es wird wieder einfach saures Phos- 
phat gebildet, und zwar infolge der Anwesenheit tiberschiissigen 
Chlorbaryums in Form von BaHPO,. Mag nun die Reaktion 
etwas anders verlaufen und anstatt BaHPO, sofort Ba,(PO,), 
entstehen, so wird doch an der Tatsache nichts gedndert, dai, 
nachdem die freie HCl durch die zugesetzte Lauge neutrali- 


— TP <_ a 








Uber die Reaktion des Harnes. 483 


siert worden ist, durch weiteren Zusatz von NaOH ein unlés- 
liches Baryumphosphat gebildet wird. Man kann nun entweder 
zu einer Mischung von einfach und zweifach sauren Phosphaten 
HCl zusetzen, bis freie Siure anwesend ist, welche mit einem 
dazu dienlichen Indikator angezeigt werden kann, oder man 
setzt BaCl, neben einer tiberschiissigen Menge HCl hinzu und 
titriert mit NaOH zuritick, bis sich BaHPO, resp. Ba,(PO,), ab- 
zuscheiden beginnt. In einer Lé6sung von reinen Finenbaten 
kann man dazu einen Indikator benutzen, welcher freie Siiuren 
anzeigt, z. B. Kongopapier, Alizarinrot usw. Fiir Harn sind 
diese Indikatoren untauglich, weil, bevor freie Saure auftritt, 
mehrere schwiachere organische Sauren freigemacht werden, 
welehe ohne EinfluB auf diese Farbstoffe sind — Harnsiiure, 
Hippursaure usw. 

Setzt man zu Harn HCI hinzu, und darauf BaCl,, so ent- 
steht ein Niederschlag von BaSO,, wahrend die Phosphate 
gelést bleiben, weil nur Ba(H,PO,), anwesend ist. Neutralisiert 
man nach Entfernung des BaSQ, das Filtrat mit einer diqui- 
valenten Menge NaOH, so entsteht nicht der zu erwartende 
Niederschlag von BaHPO,, sondern es mul} in der Regel noch 
mehr Lauge hinzugesetzt werden, bevor eine Triibung entsteht. 

Nun willich gerne zugeben, dafi dieses Verfahren als Methode 
nicht tauglich ist; es ist nicht leicht, genau zu bestimmen, wie- 
viel Lauge zugesetzt werden muB, um eine Tribung wahrzu- 
nehmen; es ist aber immerhin schwer zu verstehen, warum 
gar kein BaHPO, ausfallt, wo ebenso viel Saure als Lauge 
hinzugesetzt ist, wahrend ohne diesen Zusatz 40°/o der ge- 
samten P.O, ausfillt. Es liegt auf der Hand, anzunehmen, dai 
gar kein einfach saures Phosphat anwesend ist, und daf die 
durch BaCl, im Harn niedergeschlagene Phosphorsiiure durch 
den BaCl,-Zusatz in einfach saures Phosphat umgebildet worden 
ist oder als Ba(H,PO,), mechanisch niedergerissen wird. Arn- 
stein’) fand in einer Mischung von zweifach saurem Phosphat, 
Chlorid und Sulfat nach Fallung mittels BaCl, einen Verlust 
von 23°/o der angewandten Phosphorsiéure. Nach meinen Ver- 
Suchen gibt die Anwesenheit von Uraten einen Verlust von 
12,5°/o (nicht 25°/o, wie ich glaubte), so daf also im Harn 
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35,5°/o der P,O, durch BaCl, niedergeschlagen werden kann. 
ohne da einfach saures Phosphat anwesend ware. G&nzlich er- 
kliiren kann ich die Sache nicht. Wenn Ba(H,PQ,), mechanisch 
von BaSO, niedergerissen wird, so ist nicht einzusehen, warum 
dieses nicht auch geschehen sollte, nachdem HCI hinzugesetz: 
worden ist. Das Filtrat (nach Ansiuern und Entfernen des 
BaSO,) enthiilt fast die ganze Menge P,O,. Es scheint also, 
als ob diese mechanische Ausfallung durch die Anwesenheit 
freier Siiture verhindert werde. Oder aber man hat es mit be- 
stimmten chemischen Verbindungen zu tun. 

Wenn einfach saure Phosphate anwesend sind, so ist es 
nicht wohl zu verstehen, wie diese nach dem Anséuern und 
der nachherigen Neutralisation verschwinden sollen. 

Auch aus den Resultaten der Titration mit Phenolphthalein 
als Indikator geht hervor, daB der Harn nur zweifach saures 
Phosphat enthilt. 

Dieser Indikator ist zur Bestimmung der Aciditat des 
Harnes zuerst benutzt worden von Freund und Topfer?). 
aus spiiterer Zeit liegen tiber Phenolphthalein ausftihrliche Ab- 
handlungen vor von Naegeli5) und von Vozarik.®) Schon 
Lieblein’) hat darauf hingewiesen, daf in bezug auf die 
Endreaktion Erdphosphate sich anders verhalten als Alkali- 
phosphate. — Naegeli behauptet, dafi dieser Unterschied gar 
nicht besteht, und hatte (S. 340) fiir Calciumphosphat dieselbe 
Menge NaOH ndtig bis zur Rotfarbung wie fiir Natriumphosphat. 
Ganz gewil sind diese Versuche nicht in entsprechender Weise 
angestellt worden, weil der Unterschied ohne Zweifel besteht. 
Fand er doch selbst (S. 330) bei Titration von NaH,PO, den 
Saurewert verdoppelt nach Zusatz von BaCl,. | 

Vozarik meint, der dadurch verursachte Fehler sei s0 
klein, daB man ihn vernachliassigen koénne. 

Ich will etwas naher auf diese Sache eingehen. Courant*) 
und Spitzer’) haben das Verhalten von Phosphaten gegen- 
iiber dem Phenolphthalein klar auseinandergesetzt. 

Phenolphthalein wird rot durch Triphosphate, einfach saure 
Phosphate reagieren darauf neutral. Titriert man eine Losung 
von Phosphorsiiure mit NaOH, so tritt Rotfiirbung auf, sobald 
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nur Na,HPO, anwesend ist und sich Na,PO, zu bilden anfiingt. 
Titriert man hingegen mit Kalkwasser, so ist eine um die 
Hilfte groBere Menge erforderlich. Zuerst wird Ca(H,PO,), 
cebildet. Das durch weiteren Zusatz von Kalkwasser gebildete 
CaHPO, dissoziiert sofort zu Ca,(PO,), und Ca(H,PO,),. Ca,(PO,), 
wiirde Phenolphthalein rot farben, wenn es nicht unléslich wiire. 
Die Rotfairbung tritt somit erst auf, wenn alles P,O, zu Ca,(PO,), 
seworden ist und Ca(OH), anwesend ist. 

Ganz dasselbe findet statt, wenn man Erdphosphate mittels 
NaOH titriert. Es bildet sich nicht CaHPO, nach folgender Forme! : 
Ca(H,PO,), -+- 2NaOQH = CaHPO, + Na,HPO, + 2H,0, 

sondern 
3 Ca(H,PO,), -++ 8 NaOH = Ca,(PO,), + 4 Na,HPO, + 8H,0. 

Fiigt man jetzt CaCl, hinzu, so bildet sich durch Aus- 
tausch aus Na,HPO, — CaHPO,: diese Verbindung dissoziiert 
zu Ca,(PO,), und Ca(H,PO,), und man muf bis zur Rotfiirbung 
noch 4 NaOH hinzusetzen. 

Der Harn enthilt immer CaO und MgO und es wird 
deshalb bei einfacher Titrierung mit Phenolphthalein mehr Lauge 
erforderlich sein, als notig sein wiirde, um alles Phosphat in 
einfach saures umzubilden. 

Vozarik meint, dieser Fehler betrage nur 4°/o der Harn- 
aciditat. Er vergifit aber, daf der Harn aufer CaO auch 
Magnesia enthélt und dafi der dadurch verursachte Fehler 
grOBer ist. Bei einem Gehalt, wie ihn Huppert als mittleren 
angibt, d. h. 3,5 P,O,, 0,160 CaO und 0,230 MgO, sind die 
Aquivalentwerte als zweifach saures Phosphat berechnet fiir 
P.O. 0,050, fiir CaO 0,0057, fiir MgO 0,0115. Zum Neutrali- 
sieren der Erdphosphate sind erforderlich nicht 90,0057 -+- 0,0115 
= 0,0172 Aquivalente NaOH, sondern 11/3  0,0172 oder 
0.00573 mehr; ware nur zweifach saures Alkaliphosphat an- 
wesend, so wiirden 0,050 Aquivalente NaOH erforderlich sein; 
durch die Anwesenheit von CaO und MgO wird die Aciditaét um 
0.00573 & 100 





= 11,46°/o erhéht, in den Stade] mannschen Ana- 


0,050 
‘ysen, wo der Ca- und Mg-Gehalt sehr niedrig sind, jedenfalls 
noch 7g, 
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Der Unterschied ist so groB, dab es gelingt, durch Titrieren 
mit NaOH und Phenolphthalein den Gehalt an CaO und Mgi) 
quantitativ zu bestimmen. 

Zuerst wird eine Probe Harn einfach titriert, bis Rot- 
firbung auftritt. Es sind jetzt die anderen sauer reagierenden 
Kérper neutralisiert und die Phosphate sind anwesend als 
Na,HPO, (resp. K,HPO,) Ca,(PO,), und Mg,(PQ,),. Wenn 
anwesend waren x P,O, als Alkaliphosphat, y P,O, als Calcium- 
und z P,O, als Magnesiumsulfat, so betragt die 

Ac, =a+tx+i'sy+1'3z. 

Kine zweite Probe wird titriert nach Zusetzen von Na- 
triumoxalat. Die Aciditit wird jetzt, weil kein Calciumphosphat 
mehr anwesend ist, betragen Ac, = a -+- x +- y + 1?/s z. 

Eine dritte Probe wird titriert nach Zusatz von Ca(),. 
Es sind jetzt nur Erdphosphate anwesend und man findet fiir 

Ac, =a+2x+2y+422z 

Aus diesen Gleichungen lassen sich x, y und z leicht be- 
rechnen, wenn man den Gehalt an P,O, mit Uranlésung be- 
stimmt hat: 


P.O. 
Beaxtytz 
he 

Man bekommt also: 
P,0. 
a= Ac. — —2 
, 3,55 


CaO = 3 (Ac, — Ac,) * 2,8 
PLO; 
MgO = 8 i — Ac,)| 2 


und umgekehrt, wenn man m andere Weise den Gehalt an 
CaO und MgO en 





25 MgO 
Ac, =e a 1 a+. 9.\,9OQ gr 3 Legs 9 
be y ‘ony 
Ac, =at—Ft + aye 
P.O. 
Acy == + Bae 


P.O, = 7,1 | Acs — Ac, + 5 5 (“33 + e)| 





Es ist angenommen, daB die Aciditit bestimmt wird mit 
Zehntelnormallauge. — Wenn man die Aciditét ausdriickt in 
Kubikzentimeter Normallauge, so werden die Zahlen 7,1, 3,55, 
2.8 und 2 fiir P,O,, CaO und MgO selbstverstindlich mit 10 
multipliziert. P,O,, CaO und MgO sind bestimmt in Milligrammen. 

Nach dieser Methode habe ich drei verschiedene Harne 
Ich bestimmte die Ac,, Ac, und Ac, wie oben be- 
schrieben in cem "/1o-NaOH, und den Gehalt an P,O,;, CaO 
und MgO in mg nach den bekannten Methoden. Das Resultat 


analysiert. 
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war folgendes: 


Ac, 


Ac, 
CaO 
MgO 
a 


In die zwei letzten Tabellen habe ich nicht alle Ziffern 
aufgenommen. Die ersten zwei Harnproben waren Mittagharne, 
Ich méchte nur darauf hinweisen, 


Harn I fiir 100 ecm 


gefunden 


40 ccm "/10-NaOQH 


36» > 
61 >» > 
196,25 mg 
37,38 » 
14,90 » 


— 


| 
| 
| 
| 
| 





j 
} 


berechnet 


34,57 +- 5,72 = 40,29 ¢ 
30,12 + 5,72 = 33,84 
198,30 mg 

33,60 » 

15,84 >» 


5,72 ccm "/10-NaOH 


Harn II fiir 100 cem 


gefunden 


48 ecm "/10-NaOH 
40,88 mg 
19,30 » 


gefunden 


46 ccm "/10-NaOQH 
21,06 mg 
14,055 >» 


der letztere Morgenharn. 


daB die nach Naegeli-Vozarik bestimmte Aciditaét von Harn II 
und Ill fast dieselbe ist, wahrend Harn III nur die Halfte an 


CaO und MgO enthialt. 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie, LV. 








berechnet 
42.00 mg 
20,40 >» 


NaOH 
cm 


NaQH 


» 


3,7 ccm 2/10-NaOH 
Harn Ill fiir 100 ccm 


berechnet 
21,0 mg 
13,44 > 


8,52 ccm 1/10-NaOH 
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Mag es nun Zufall sein, daB die von mir gefundenen 
Zahlen so wenig differieren von den berechneten, es geht doch 
soviel aus den mitgeteilten Beispielen hervor, daB man nicht ohne 
weiteres den Einflu§8 der Erdphosphate vernachlissigen darf. 

Wenn die Aciditaét des Harnes einfach bestimmt wird mit 
Phenolphthalein als Indikator, so findet man immer einen héheren 
Saurewert, als es der Fall sein wiirde, wenn die Aciditaét nur 
durch zweifach saure Phosphate bedingt ware. Auch Vozarik 
weist darauf hin.1°) Man konnte nun annehmen, daB die ver- 
brauchte Menge NaOH erforderlich ist zur Neutralisation der 
zweifach sauren Phosphate und anderer sauer reagierenden 
K6rper, wihrend zugleich auch noch einfach saure Phosphate 
anwesend sind. Setzt man aber CaCl, hinzu, so wird auch 
jetzt mehr Lauge verbraucht, als zur Bildung von Ca,(PO,, 
erforderlich wire, wenn nur zweifach saure Phosphate anwesend 
wiiren. Will man dieser Tatsache gegeniiber die Anwesenheit 
von einfach sauren Phosphaten aufrecht halten, so muBte man 
annehmen, es werden basische Phosphate gebildet. In reinen 
Phosphatlésungen aber findet dieses nicht statt. Im Gegenteil 
tritt Rotfiirbung in der Regel auf, bevor noch alles Phosphat 
zu Ca,(PO,), geworden ist, ebenso ohne CaCl,-Zusatz, bevor 
alles zweifach saure Phosphat verschwunden ist. 

Auf die Bedeutung der Aciditét des Harns werde ich 
unten zuriickkommen, ich will vorlaufig nur feststellen, daf der 
normale Harn in der Regel nur zweifach saure Phosphate enthilt. 

Es gibt nun eine Erscheinung, aus welcher hervorgeht. 
daB dieses nicht immer der Fall ist. 

Von Stokvis"™) wurde darauf hingewiesen, da beim 
Kochen von fiir Lackmus sauer reagierendem Harn bisweilen 
ein Niederschlag entsteht von Ca,(PO,), welcher beim Abkihlen 
wieder verschwindet. Es beruht dieses auf einer Dissoziation 
von CaHPO, zu Ca(H,PO,), und Ca,(PO,),, welche sich in 
der Kalte wieder vereinigen. In diesen Fallen muf einfach 
saures Phosphat anwesend sein. Ich fand nun, da® in den 
von mir untersuchten Harnproben, welche diese Erscheinung 
darboten, in der Tat einfach saures Phosphat anwesend ist. 
Beim Neutralisieren von angesaduertem, mit BaCl, versetztem Harn 














489 


Uber die Reaktion des Harnes 


trat im Filtrat ein Niederschlag von BaHPO, auf und die Ge- 
samtaciditat — Ac, erwies sich als niedriger als sonst. Es 
ist dadurch vielleicht auch erklirlich, daf Arnstein?) bis- 
weilen beim Neutralisieren von angeséuertem Harn eine Triibung 
wahrgenommen hat. 

Im Tagesharn vermibte ich die Erscheinung stets; wohl 
sah ich sie ab und zu im Harn von bestimmten Tageszeiten, 
z. B. nach der Mahizeit, aber nur wenn ich nach meiner Methode 
die Anwesenheit von einfach sauren Phosphaten zeigen konnte. 

Stokvis') meint, daB das Auftreten dieser Triibung beim 
Kochen verursacht werde durch eine relativ gréBere Menge 
von CaO gegeniiber der P,Q. 

Diese Erklirung ist unrichtig. Es tritt die Erscheinung 
immer dann auf, wenn einfach saures Phosphat anwesend ist. 
Schon Stokvis fand, daB durch Hinzusetzen einer geringen 
Menge NH, die Erscheinung in jedem Harn hervorzurufen ist. 

Es gelingt aber auch, wenn man ein wenig Na,HPO, zu- 
setzt. Dadurch wird die relative Menge CaO zu der P,O, 
geringer, die Aciditaét bleibt dieselbe, aber es findet folgende 
Umsetzung statt 

Na,HPO, + Ca(H,PO,), = CaHPO, +- 2 NaH,PO,. 

Der Niederschlag enthalt nie Mg,(PO,),. Die Erklérung 
Hupperts,!4) «dafi das normale Calciumphosphat viel schwerer 
loslich ist als das normale Magnesiumphosphat», ist nicht ge- 
niigend. Es ist nicht einzusehen, warum das jedenfalls schwer 
lOsliche Magnesiumphosphat geldst bleiben sollte, nur weil Cal- 
ciumphosphat noch schwerer léslich ist. Es kann aber MgHPO, 
nicht neben Ca(H,PO,), bestehen, weil CaHPO, schwerer lis- 
lich ist als MgHPO,, ebenso wenig wie es méglich ist, Mg(H,PO,), 
und Na,HPO, zu mischen. Der Niederschlag kann kein Mg,(PO,), 
enthalten, solange noch CaO in der Lésung anwesend ist, weil sich 
die Umsetzung Ca(H,PO,), -+- MgHPO, = CaHPO, ++ Mg,(H,PO,) 
solange wiederholt, bis ailes CaO sich im Niederschlag befindet. 

Es ist méglich, die Erscheinung zum Vorschein zu rufen in 
jedem Harn, ohne alkalisch reagierende Kérper hinzuzusetzen. 

Wie ich in meiner friiheren Abhandlung gezeigt habe, 
werden durch Zusatz von BaCl, zum Harn die Basen aus den 
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Harnsiureverbindungen in die Phosphorsaureverbindungen iiber- 
gefiihrt. Anstatt Biurat und zweifach saures Phosphat findet 
man nach Zusatz von BaCl, Harnsiiure und einfach saures 
Phosphat. Nach Arnstein?5) bildet sich in einer Lésung, 
welche zweifach saure Phosphate neben Biurat enthalt, immer 
ein Niederschlag von Tetrurat und Harnsiiure, und es ist die 
Anwesenheit von Ba nicht notwendig. Es kann zugegeben 
werden, daf in einer solchen Mischung eine Wechselwirkung 
stattfindet, soda, wie auch Arnstein angibt, nebeneinander 
einfach und zweifach saures Phosphat, Biurat, Tetrurat und 
Harnsiiure zugegen sein werden. Der Unterschied den Baryum- 
salzen gegentiber ist aber der, dafi bei Anwesenheit von Alkali- 
phosphaten und Uraten hauptsichlich zweifach saures Phosphat 
und Biurat anwesend sind, wahrend nach Zusatz von BaCl, 
alle Harnsiiure in Freiheit versetzt wird. Denselben Einfluf tibt 
auch CaCl,. Nur wird der normale Harn dadurch nicht getriibt, 
weil die gebildeten Kérper CaHPO, und Harnsaure gelost bleiben. 

Setzt man nun zu normal saurem Harn, welcher kein ein- 
fach saures Phosphat enthialt, ein wenig CaCl, hinzu, so wird, 
nach dem oben Gesagten, CaHPO, entstehen und es wird jetzt 
beim Kochen der Harn getriibt von Ca,(PO,),. 

Wenn auch jetzt der Harn noch klar bleibt, so kann 
doch die Erscheinung in jedem Harn wachgerufen werden, 
wenn man neben CaCl, ein wenig Biurat hinzusetzt. 

Durch die zugesetzte CaCl, wird CaHPO, gebildet aus 
Ca(H,PO,), und Calciumbiurat oder, wenn zu wenig Harnséure 
anwesend ist, durch Vermehrung von dessen Menge. 

Dali beim Abkiihlen das Biurat einen Teil seiner Basen 
abgibt an die Phosphate, ist bekannt. Es entsteht in vielen 
Harnen beim Stehenlassen ein Sedimentum lateritium aus Tetrurat 
bestehend. Filtriert man einen solchen Harn vom Sedimentum 
lateritium ab, so wird das Filtrat beim Kochen getriibt, wahrend 
der Harn klar bleibt, wenn das Sediment mitgekocht wird. 

Wenn man eine Harnprobe, welche ein Sedimentum late- 
rilium zeigt, erwarmt, bis dasselbe gelést ist, und jetzt CaCl, 
hinzusetzt, so bleibt der Harn nach dem Abkiihlen klar. Es 
bildet sich kein Sediment von Tetrurat. Dasselbe ist nur so 
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zu erkliren, daS dem Biurat in diesem Fall alle Base ent- 
zogen wird, wobei Harnsiure und CaHPO, entstehen, welche 
beide gelost bleiben. Es wird durch Zusatz von CaCl, Calcium- 
biurat entstehen. Wenn beim Abkiihlen Calciumtetrurat ent- 
stiinde, so wiirde dasselbe als Sediment ausfallen. 

Wenn man zu einem beliebigen Harn Natriumbiurat zu- 
setzt, so fallt Tetrurat aus, wenn die Menge groB genug ist. 
Mit einer geringeren Menge bleibt das Biurat anfangs gelést. 

Ich setzte einer Harnprobe ein wenig Biurat zu und darauf 
ein wenig CaCl,. Der Harn blieb klar. Wurde die Probe ge- 
kocht, so entstand sofort ein Niederschlag von Ca,(PO,),. 

Ich setzte nun zu einer zweiten Harnprobe ebenso viel 
CaCl, zu wie im ersten Fall und nachher die naémliche Menge 
Biurat. Sofort entstand ein Sedimentum lateritium, welches 
sich beim Erwarmen wieder léste. Wurde jetzt zum Kochen 
erhitzt, so blieb die Fliissigkeit anfangs klar, nach kurzer Zeit 
wurde sie ebenfalls getriibt. 

Die Zusammensetzung beider Proben war dieselbe. Wie 
aus dem Unterschied beim Kochen hervorgeht, enthielt Probe II 
aber mehr CaHPO, als Probe I, waihrend umgekehrt in Probe | 
in der Kalte Tetrurat gebildet wurde, in Probe II nicht. 

Wird erst Biurat zugesetzt und danach CaCl,, so wird 
letzteres gleichmibig in Anspruch genommen von dem Urat 
und dem zweifach sauren Phosphat; es findet ein Umtausch 
statt zwischen beiden, der entstandene CaHPO, und die Harn- 
siure bleiben beide gelést. 

In der zweiten Probe aber wird das CaCl], in Anspruch 
genommen von dem im Harn anwesenden Urat und der Rest 
des CaCl, vom Phosphat. Wird nun Biurat hinzugesetzt, so wird 
diesem K6érper vom Ca(H,PO,), die Halfte seines Alkaligehalts 
entzogen und das Uberbleibende fallt als Tetrurat aus. Es ist 
weniger CaHPO, entstanden und die Triibung beim Kochen 
entsteht nicht sofort. 

Um die von Stokvis beschriebene Erscheinung in jedem 
Harn zum Vorschein zu bringen, gibt es noch ein Mittel. Es 
ist bekannt, da’ man die Harnsdéure entfernen kann, wenn man 
Harn tiber krystallinische Harnsaure filtriert.1°) Die Harnsaure 
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krystallisiert aus, bleibt auf dem Filter zuriick und der Harn 
wird dadurch weniger sauer. Eine so behandelte Probe eines 
Harnes, welche urspriinglich, ohne sich zu triiben, gekocht werden 
kann, wird nach Filtration tiber Harnsiiure beim Kochen triibe. 

Stokvis '7) selbst hat wahrgenommen, da im Harn, 
welcher kein CaHPO, enthalt, diese Verbindung spater ent- 
stehen kann. Er filtrierte eine Harnprobe, welche die Erschei- 
nung nach dem Kochen aufwies, wodurch das entstandene 
Ca,(PO,), entfernt wurde. Das Filtrat kann jetzt nur zweifach 
saure Phosphate enthalten und bleibt beim abermaligen Kochen 
klar. Nach 24 Stunden aber zeigte das Filtrat die Erscheinung 
aufs neue. Es muB somit CaHPO, entstanden sein aus Ca(H,PO,), 
und Urat. Es kann die Erscheinung sofort zum Vorschein ge- 
rufen werden, wenn man zum Filtrat ein wenig CaCl, hinzusetzt. 

Zu einer Harnprobe, welche beim Kochen sich triibte, 
setzte ich Essigsiiure hinzu, bis sich der Niederschlag gelést 
hatte. Auch hier ist jetzt gewif nur zweifach saures Phosphat 
anwesend. Nach Zusatz von CaCl, wird die Probe beim Kochen 
dennoch getriibt. 

Man kann fiir Lackmus sauer reagierende Harne in vier 
Gruppen teilen: 




















ov CaCl, in der} CaCl, und CaCl, und Urat 
Kalte Kochen | und Kochen 
Gruppe | | klar | klar klar Triibung 
> It | : | > | Triibung | > 
> I | > | Triibung | , . 
>» IV | Triibung | 5 | , | . 
| | 


Die vierte Gruppe enthélt gewif einfach saures Phosphat, 
bei der dritten Gruppe kann die Triibung verursacht werden 
durch einen hohen Uratgehalt oder durch ein geringes Loslich- 
keitsverm6gen des Harnes fiir CaHPQ,. 

Nun ist es immerhin mdglich, da8 auch Harn, welcher 
zwar CaHPO, enthalt, beim Kochen klar bleibt, weil er Korper 
enthalt, welche entweder die Dissoziation des CaHPOQ, ver- 
hindern oder das gebildete Ca,(PO,), zu lésen imstande sind. 
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Ich bereitete eine Mischung von NaH,PO, und Natrium- 
biurat, setzte zu 5 ccm dieser Mischung unterschiedene Stoffe 
hinzu und priifte, wieviel Tropfen einer CaCl,-Lésung hinzu- 
gesetzt werden mufiten, um beim Kochen eine Triibung zu be- 
kommen. Ohne jeden Zusatz war dazu ein Tropfen geniigend. 

Harnstoff war ohne EinfluB. 

Sulfate sind ohne Bedeutung; es wird durch Zusatz von 
CaCl, — CaSO, gebildet. Es ist also nicht wohl méglich, dab 
im Harn CaHPO, von CaSO, gelést gehalten werden wiirde. 

Mit NaCl und NH,Cl bekam ich folgendes Resultat. 


Es waren bis zur Triibung beim Kochen erforderlich: 


Zu 5 ecm 1 Tropfen CaCl,-Lésung 
>» dO » -+ 100 mg NaCl] 2 > > 
.5&B » +200» » 8 >» , 
> 5 » +300> » 4& » . 
» & » -+ 100 » NH,Cl 4 2 > 
> & » -+ 200 » >» OO > 2 
» 5 » +300 >» » 6 » » 
Beim Harn ergab sich folgendes: 
10 ccm Harn 1 Tropfen CaCl,-Lés. erf. 
10 » » + 300mg NaCl 2 » 2 > 
10 » » +300 » NH,Cl 5 » , > 


Diese Mengen sind so exzessiv hoch, da® der Einfluf 
dieser Korper auf die Bildung der Triibung nicht sehr grof 
sein kann. Doch scheint es, als waren in einem Versuch 
Stokvis’ Ammoniaksalze im Spiele gewesen. Er sah némlich 
eine Harnprobe, welche eine gentigende Menge CaO enthielt, 
nach Zusatz von NH, beim Kochen klar bleiben. Es kann da 
die Abnahme der Aciditét kompensiert worden sein durch die 
Zunahme der Ammoniaksalze. 

Aus diesen Versuchen geht hervor, dai die Aciditaét des 
Harnes nur sehr wenig geringer zu werden braucht, um den 
normalen Harn beim Kochen sich triiben zu lassen. Es ist 
dann entweder CaHPO, entstanden oder dessen Menge ist ver- 
mehrt. Es ist nicht wohl begreiflich, wie die Korper, welche 
die Triibung beim Kochen verhindern, gerade dazu ausreichen 
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wiirden, und gerade nicht mehr ausreichen, wenn die Menge 
CaHPO, um ein sehr geringes vermehrt wird. 

Die Umsetzung der Urate in freie Harnsaéure nach BaCl,- 
Zusatz zum Harn ist vollkommen. Ich habe selbst dasselbe 
benutzt zu einer Methode der Harnséurebestimmung. Setzt 
man BaCl, zu Harn hinzu, so bekommt man einen Nieder- 
schlag bestehend aus BaHPO, und BaSO,, wahrend die Harn- 
siure ginzlich geldést bleibt. Es wird filtriert und zu dem Fil- 
trat NaOH zugesetzt bis zur Rotfirbung von Phenolphthalein. 
Es wird dadurch alles Phosphat als Ba,(PO,), und alle Harn- 
siiure als Baryumurat gefallt. Durch Losen des Niederschlags 
in Salzsiure kann die Harnsaéure abgeschieden werden. Ich 
fand in drei Harnproben nach dieser Methode in 100 ccm Harn 
28, 15 und 37 mg Harnsdure. Die Methode Fokker-Salkowski 
ergab resp. 26, 7 und 28,5 mg. 

Als Erklarung dafiir, daB der normale Harn nur zwei- 
fach saure Phosphate enthalt, gebe ich folgendes: Eine der 
wichtigsten Aufgaben des Blutes ist, die Kohlensiure aus dem 
Korper zu entfernen. Das Kohlensiure bindende Vermdégen des 
Blutes ist innerhalb gewisser Grenzen konstant. Das von CO, 
befreite Blut enthaélt Na,CO,, Na,HPO, und eine Verbindung 
von Globulin mit Alkali. Das mit CO, gesittigte Blut enthalt 
NaHCO,, NaH,PO, und Globulin. 

Na,CO, -+- CO, = 2 NaHCO, 
Na,HPO, + CO, = NaH,PO, +- NaHPO, 
NaGlob -+- CO, = NaHCO, -++ Glob. 

Unter Globulin sind auch Oxyhimoglobin u. a. einbegriffen. 

Die an NaH,PO, und Globulin gebundenen Alkaliatome 
wurde man die labilen Alkaliatome nennen kénnen. Nur im 
arteriellen Blute kann Na,CO, anwesend sein. Man _ kdénnte 
sagen, das Blut enthalte die sauren Kérper NaH,PO,, NaHCO, 
und Globulin und s. v. v.-freies Alkali. Enthalt das Blut wenig 
CO,, so verbinden sich diese Alkaliatome mit den drei sauren 
Kérpern; ist der CO,-Gehalt groB, so wird das labile Alkali zu 
NaHCO,. Durch diese Kérper wird das Kohlenséure bindende 
Vermiégen des Blutes bestimmt. Die Nieren sind die einzigen 
Organe, wodurch das Kohlenséure bindende Vermégen des Blutes 
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reguliert werden kann. Wird es zu hoch, d. h. enthiilt das 
Blut zu viel Alkali, so ist es die Aufgabe der Nieren, dasselbe 
zu entfernen; wird es zu niedrig, so wird von den Nieren 
Siiure ausgeschieden werden miissen. 

Es ist einleuchtend, daB, wenn einfach saures Phosphat 
von den Nieren ausgeschieden wiirde, das Kohlensiiure bindende 
Vermodgen des blutes dadurch nicht beeinfluBt werden kénnte. 
Es wird dadurch sowohl ein Koérper mit sauren Eigenschaften, 
NaH,PO,, als ein Korper mit basischem Charakter, Na, entfernt. 

Es werden dem Blute durch die Umsetzungen im Kérper 
saure Verbindungen zugefiihrt und es erscheint mir die Aus- 
scheidung des zweifach sauren Phosphates durch die Nieren 
der Vorgang zu sein, wodurch die alkalische Reaktion des 
Blutes wieder zur Norm zuriickgefiihrt wird. Es wird dadurch 
der Carbonatgehalt und also auch das Kohlensaéure bindende 
Vermédgen des Blutes erhdht. Wird, wie es bei Carnivoren 
und dem Menschen Ausnahme ist, dem Blute zuviel Basis zu- 
gefiihrt, so wird anstatt*zweifach saures Phosphat Alkali aus- 
geschieden als NaHCO, oder Na,CO,. Wenn es die Aufgabe 
der Niere wiire, das tiberschiissige Phosphat zu entfernen, so 
wire es nicht recht verstandlich, wie es kommt, daf}, je weniger 
sauer der Harn reagiert, um so weniger P,O, darin enthalten 
ist. Vozarik'’) fand in 50 cem Harn bei Pflanzenkost 62,2 
bis 79,5 mg P,O., bei Muskelarbeit 167,6 bis 193,9 mg P,O.,. 
Der Harn bei Herbivoren enthalt bekanntlich nur Spuren von 
P,O,, wéhrend derselbe bei Milchdiat viel P,O, enthalt. Berg- 
mann?) fand, dafi das ins Blut eingespritzte Phosphat bei 
Herbivoren nicht von den Nieren ausgeschieden wird. Dieses 
kann nicht seine Ursache haben in der Fihigkeit der Nieren, 
die Phosphate zuriickzuhalten, weil sonst auch bei Milchernaéhrung 
kein P,O, ausgeschieden werden konnte. 

Im Hungerzustand dagegen bleibt der P,O,-Gehalt relativ 
hoch. 

Obwohl nicht viele Angaben in dieser Richtung vorliegen, 
scheint es doch, daB eine Zunahme der Siéiurezufuhr mit der 
Nahrung, sei es in der Form von freier Séure oder einer sauren 
Nahrung, und alle Umstiinde, welche die Siureproduktion im 
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Korper steigern, eine vermehrte P,O,-Ausscheidung zur Folge 
haben. So wird die P,O,-Ausscheidung durch Muskelarbeit 
vermehrt, oft von einer Abnahme gefolgt. Auch bei Saureein- 
fuhr nimmt anfangs die Menge Phosphat zu, u. a. Limbeck.?°) 

Ich bestimmte zu einem anderen Zweck#!) die tiigliche 
Phosphorsiiureausscheidung. Als Mittel aus 9 Tagen, an denen 
ich bis zu 25 km auf dem Fahrrad zuriicklegte, fand ich 3,045 g 
P,O,. An 3 Tagen, an denen ich eine Strecke von 50 km zu- 
ziicklegte, betrug die Menge P,O, 3,421, 3,354 und 3,570 g. 

In einer Versuchsreihe nahm ich wiihrend 4 Tagen tiig- 
lich 3 g Salmiak, an 6 anderen Tagen zusammen mit 5 g 
Natriumlactat. Der P,O,-Gehalt betrug 


in der Vorperiode 5 Tage im Mittel 2,749 g 
» » NH,Cl-Periode 4» > 3,185 » 
» » dritten Periode a » > 2,555 » 

» NH,Cl-+-Lactatperiode 6 » ’ 2,871 » 


a 
“ 
¥ 


» » Nachperiode 3,095 » 

Die letzte Zahl ist zu hoch, weil darunter zwei Tage vor- 
kommen mit sehr angestrengter Arbeit, ohne diese Tage betrug 
die Ausscheidung im Mittel 2,700 g. Aus dieser Tabelle geht 
hervor, dai der P,O,-Gehalt vermehrt wird bei Salmiakzufuhr: 
wird zugleich Lactat genommen, so verschwindet dieser Einflud. 
Nun liegt es auf der Hand, daf unter normalen Umstiinden eine 
fortwiihrende Vermehrung des P,O0,-Gehalts des Harnes nicht 
vorkommen kann, sonst wirde dem Blute zu viel P,O, entzogen 
werden. In diesen Fallen wird bei Carnivoren die Ammoniak- 
ausscheidung vermehrt. Es ist die Phosphatausscheidung m. E. 
zu betrachten als der vornehmste Regulator fiir die taglichen 
Schwankungen der Blutalkalescenz. Aus der in meiner ersten Ab- 
handlung enthaltenen Tabelle entnehme ich eine stiindliche P,O,- 
Ausscheidung im Morgenharn von 64 mg, im Nachmittagsharn von 
224 mg. Ganz dasselbe fand Beneke.??) Die Ursache dieser 
Schwankungen kann nicht in einer vermehrten Resorption ge- 
legen sein. In meinen Versuchen war die stiindliche Ausscheidung 
5 Uhr nachmittags, nahm ab wahrend der 





am groften von 3 


Magenverdauung nach dem Mittagsmahl (!/2 5), um spater wieder 
anzusteigen. Es ist nicht anzunehmen, daf die Resorption des 
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P,O,; am groften sein wurde gerade vor der Hauptmahlzeit. 
Wohl ist begreiflich, daB die Ausscheidung am gr6ébten ist 
nach der Arbeit, wie es in meinem Fall zutrifft. 

Nimmt der Gehalt des Blutes an Alkali durch Resorption 
von Alkalien oder pflanzensaure Alkalien, und dadurch das 
kohlensaurebindende Vermégen zu, so wird Alkali von den 
Nieren ausgeschieden in der Form von NaHCO, oder Na,CQs. 

Nach diesen Anschauungen wiirde der Harn entweder 
nur Carbonate oder nur zweifach saure Phosphate enthalten 
konnen. Diese wirden gewifi nachzuweisen sein, wenn es ge- 
linge, den Harn so aufzufangen, wie er ausgeschieden wird. 
Es ist aber die Niere eine so zusammengesetzte Driise, dab 
man den Harn als eine Mischung mehrerer Sekrete betrachten 
mu. Dies geht aus den grundlegenden Untersuchungen Heiden- 
hains hervor. Daf im Harn nach der Ausscheidung derselben, 
und zwar noch innerhalb der Harnwege Umsetzungen Platz 
greifen, geht hervor aus der Bildung der Harnsteine und aus 
den bei der Entleerung anwesenden krystallinischen Sedimenten. 
Krystalle von CaHPO,, Tripelphosphat, Kalkoxalat werden gewi 
nicht als solche sezerniert, sondern erst in den Harnwegen 
sebildet. 

Fiir gewohnlich findet man jedenfalls nur zweifach saures 
Phosphat oder nur Carbonat, ersteres bei Carnivoren, letzteres 
bei Herbivoren. 

In dem menschlichen Harn konnen beide gemischt vor- 
kommen, wobei beide Kérper sich zu einfach saurem Phosphat 
umsetzen. Es ist damit aber nicht bewiesen, dai beide Ver- 
bindungen zu gleicher Zeit ausgeschieden worden sind. Es kann 
ja zwischen zwei DurchstrO6mungen durch den Korper die Reak- 
tion des Blutes sich um ein wenig geiindert haben, soda8, wihrend 
in einem Augenblick Carbonat ausgeschieden wird, nach wenigen 
Minuten Phosphat entfernt wird. Wir fangen das Gemisch auf 
und finden beide. 

Aber selbst in derselben Zeit kann das arterielle Blut in 
den Glomerulis Alkali ausscheiden, wiahrend es, nachdem es 
vends geworden ist, an die die Tubuli contorti umgebende 
Lymphe zweifach saures Phosphat abgibt. 
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Es ist in der Nierenphysiologie das letzte Wort eben noch 
nicht gesprochen Es flieBt jeden Tag nach Heidenhain?') 
130 kg Blut durch die Nieren und es wird 1,5 kg Harn aus- 
geschieden, d. h. etwas mehr als 1°/o des Blutvolumens. Wenn 
die Wasserabgabe der Hauptsache nach in den Glomerulis statt- 
findet, so wiirde durch das Vas efferens der Glomeruli 99°/o des 
Blutes des Vas afferens flieBen, was einem Unterschied im Dureh- 
messer von 0,5°/o entsprechen sollte. Der Unterschied ist sicht- 
bar, also gréfber, deshalb muf das Blut in den Glomerulis ent- 
weder mehr als 1°/o seines Wassergehaltes abgeben oder die 
Stro6mungsgeschwindigkeit im Vas efferens muB grdBer sein als 
im Vas afferens. ') 

Daf auch dem Epithel der Glomeruli eine spezifische sekre- 
torische Wirksamkeit nicht abgesprochen werden kann, geht her- 
vor aus der Zuckerausscheidung bei Diabetes. Das Blut enthal! 
bei Diabetes héchstens 1°/o Zucker, wiahrend der Harn 10 bis 
15°/o enthalten kann. Weil Zucker nach Nufbaum?*) in den 
Glomerulis ausgeschieden wird, kann dieser Unterschied an 
Zuckergehalt nur erklart werden entweder aus einer spezifischen 
aktiven Sekretion oder durch nachherige Resorption des 
Wassers. 

Wir wissen, dafB die Nieren nicht ein Filtrationsapparat 
sind, sondern eine Driise, welche die Aufgabe hat, die Zu- 
sammensetzung des Blutes zu regeln. Dann ist es selbst- 
verstiindlich, daB den Nieren auch die Aufgabe zufiallt, eine 
der wichtigsten Funktionen des Blutes, die Fortschaffung der 
Kohlensiiure, zu regulieren. Bei Herbivoren wird der Uberschub 
an Alkali, bei Carnivoren die tibermifige Siuremenge fortge- 
schafft. Beim Menschen ist in der Regel die Saurebildung im 
Kiérper iiberwiegend und es wird daher der Harn gewwéhnlich 
nur zweifach saures Phosphat neben anderen Korpern mit 


') Selbstverstindlich ist diese Berechnung nicht ganz richtig. Es 
flie&t nicht alles Blut durch die Glomeruli, es wird aber auch nicht alles 
Harnwasser in den Glomerulis ausgeschieden. Jedenfalls flieht doch wohl 
soviel Blut durch die Glomeruli, dafs der Unterschied zwischen Vas afferens 
und Vas efferens unsichtbar sein wiirde, wenn nicht mehr Wasser ab- 


gegeben wird, als im Harn erscheint. 
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saurem Charakter enthalten. Unter gewissen Umstanden kann 
es zur Ausscheidung tberschtissiger alkalischer Bestandteile 
kommen, bei gewOhnlichen gemischten Diiiten ist dieses aber 
nur zeitweilig der Fall, und der Tagesharn wird kein einfach 
saures Phosphat enthalten. Bis jetzt ist die regelmabige An- 
wesenheit dieser Verbindungen nocht nicht bewiesen, wiihrend 
sowohl die quantitative Analyse wie das Verhalten des Harnes 
cegeniiber Reagentien darauf hinweisen, dafi nur zweifach saure 
Phosphate anwesend sind. 

Welche Bedeutung hat nun die Acidometrie des Harnes 
und wie bestimmt man die Aciditiit? Angenommen, dal die 
Aciditaét des Harnes der Ausdruck ist fiir die Schwankungen 
des siiurebindenden Vermdgens des Blutes, so muf als Séure- 
wert des Harnes angenommen werden die Menge Alkali, welche 
zum Harn hinzugesetzt werden muB, um die Harnbestandteile 
gleich zu machen den Verbindungen, welche im Blute anwesend 
sind. Das Blut enthalt einen Uberschu8 an Na,CO,, es sind 
also keine KO6rper mit saurem Charakter anwesend, weil diese 
dem Carbonat Base entziehen wiirden. Erstens wird daher 
die Aciditét des Harnes bestimmt durch die Menge Alkali, welche 
erforderlich ist, um die neben dem Phosphat anwesenden Korper 
mit saurem Charakter zu neutralisieren. Aus dem Gehalt an 
P.O, und dem Saéurewert nach Zusatz von CaCl, kann die 
Menge NaOH berechnet werden, welche erforderlich ist, um 
diese K6rper in fiir Phenolphthalein alkalisch reagierende Ver- 
bindungen umzusetzen. Es ist dieses der auf Seite 503 als a 
bezeichnete Wert, welcher gefunden wird aus der Gleichung 
me in Kubikzentimeter Zehntelnormallauge. 
Ob diese Kérper im Blute anwesend sind in fiir Phenolphthalein 
alkalisch reagierenden Verbindungen, ist allerdings nicht bekannt. 
Es scheint mir aber, daf man, solange kein besserer Mafstab 
bekannt ist, dieses als Saurewert benutzen kann. 

Zweitens kommen die Phosphate in Betracht. Das Blut 
enthalt einfach saures Phosphat, durch die Entfernung des 
zweifach sauren Phosphats mit dem Harne wird das Blut um 
soviel Alkali angereichert, als erforderlich ist, um das zweifach 
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saure in einfach saures Phosphat zu verwandeln. Diese Menge 
kann berechnet werden aus dem P,O,-Gehalt. 

Der Siurewert des Harnes ist die Summe des Saure- 
wertes der zweifach sauren Phosphate und der anderen als a 
benannten sauren Korper. Diese Aciditét wird nun gefunden, 
indem man von der Totalaciditét (unter Zusatz von CaCl,) 


abzieht die Zahl, welche man bekommt, wenn man den Gehalt 
, ; | PO. 
an P,O, in mg durch 71 teilt. Ac = Ac, (S. 486) — =] ” 
| 
= a--x--y-z. Diese Zahl stimmt ungefaéhr mit der 
Aciditaét, welche man durch einfaches Titrieren mit Phenol- 
phthalein findet, ist aber genauer, weil der Einflu8 der Erd- 
phosphate dabei eliminiert wird. Bei einfacher Titrierung findet 
man Ac = a-+-x-+ 11/3 y + 11/3 z (S. 486). Als Beispiel fihre 
ich folgende Tabelle an. Dieselbe stellt die Resultate aufeinander- 


— I 





























j } 
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Ll | nu | ww |lUWmDlhU) CUCU] CUM 
mage | gee |) ee poe | ee acini 
| phthalein | CaCl, | Phosphat | Sdure 
1 | 54 | 87 | 2813 | 39,62 7,76 | 47,38 
2 | 53,56 | 8944 | 3,068 | 43,21 3,02 | 46,23 
3 | 6030 | 99,16 | 3,155 44 10,30 | 54,7: 
t | 67,08 | 10608 | 3354 | 47,24 11,60 | 58,84 
5 | 6825 | 101,92 | 2980 4197 | 17,98 | 60,9 
| | | | 
6 | 6048 | 9533 | 307 | 43,1 | 8.71 52,02 
7 | 55,65 | 8925 | 2966 | 41,77 | 5,70 | 47,48 
8 5328 | 87,32 | 2,886 | 40,65 | 6.02 | 46,67 
9 | 65,55 107,35 | 3421 | 4818 | 1099 59,17 
10 | 60,00 | 99,00 | 3,300 | 46,48 | 6,04 52.52 
11 | 64,39 | 102.75 | 3,219 | 45,33 | 1208 | 57,42 


Der vierte und der neunte Tag waren anstrengende Tage. Fur 
gewOhnlich trinke ich am Abend eine halbe Flasche leichtes Bier. Am 
ersten und fiinften Tag trank ich am Abend Wein, am vierten und elften 
trank ich mehr Bier; im iibrigen sind mir keine besonderen Umstande 
bekannt, welche Einfluf ausiiben konnten, 
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folgender Tage dar und zwar unter Kolonne I die einfache 

Aciditét mit Phenolphthalein = a+ x -++- 1'/3 y-+ 1'/s z, unter 

Kolonne II dieselbe nach CaCl,-Zusatz = a+-2x+4-2y--2z, 

unter III den Gehalt an P,O,, unter IV die Alkalimenge, welche 

nach der Berechnung notig ist, um das zweifach saure Phosphat 
mg P,O. 


in einfach saures umzusetzen —>— 1 ”, unter V den Siiurewert 
7 


der anderen Korper mit saurem Charakter = a, gefunden aus 
der Zahl in Kol. I, vermindert mit 2mal der Zahl der Kol. IV, 
unter VI die Aciditaét, wie oben angegeben — a -+- x -++- y +- z. 

Die Aciditit ist angegeben in Kubikzentimetern n-NaQOH, 
die P,O, in Grammen. 

Auber kleinen Verschiebungen ist die Reihenfolge der 
ersten und letzten Zeile fast identisch mit der durch einfache 
Titrierung gefundenen Zahl, ist aber immer hoher als berechnet, 
und zwar um !/3 y -++- 1/3 z. Es kann sein, daf die Totalaciditit 
mit CaCl, etwas zu niedrig gefunden wird und daf meine 
Zahlen infolgedessen zu niedrig ausfallen. Doch glaube ich, 
selbst wenn dies der Fall sein mdchte, dafi meine Ziffern 
ziemlich genau sind. Es kann die zur Umbildung des zweifach 
sauren in einfach saures Phosphat erforderliche Menge NaOH 
ng: Fabs, Nimmt 

/1 
man nun an, dai die nach Vozarik gefundene Zahl diese 
Aciditat neben dem Saurewert anderer saurer Korper angibt, 
d. h. vernachlaéssigt man den durch die Erdphosphate bedingten 
Fehler, so kann man berechnen, wieviel Lauge zu diesen 
letzteren Verbindungen verbraucht worden sein soll. Setzt 
man daneben die an diesen Tagen ausgeschiedene Menge NH,, 
welches gewif auch abhiangig ist von der im Korper gebildeten 
Saduremenge, so sieht man, daf die von mir berechneten Zahlen 
damit besser stimmen als die aus der einfachen Titrierung 
berechneten. Ich gebe die Zahlen der ersten 5 Tage (S. 502). 

Ebenso wie durch die Ausscheidung von NaH,PO, der 
Carbonatgehalt des Blutes zunimmt, so wird auch von NH, 
Siiure aus dem Korper fortgeschafft ohne die dazu gehérige 
Base. Es ist zu erwarten, daB gerade der Harnammoniak zu- 


berechnet werden aus dem P,O,-Gehalt = 
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Gehalt an anderen Saéuren Ausgeschiedenes 
P.O; nach einfacher | nach meinem 
Titrierung | Verfahren Ammoniak 
2.813 14,28 7,76 0,714 
3.068 10,35 | 3,02 0,663 
3,155 15,87 | 10,30 0,763 
3.354 19,84 | 11,60 0,756 
2 980) 16,28 | 17,98 0,889 








gleich mit den anderen sauren Korpern zunehmen wird und 
nicht die Phosphatausscheidung, dessen Menge, wie oben ge- 
sagt, beschriinkt wird durch den Gehalt des Blutes an P,O.. 

Der exzessiv hohe Gehalt an NH, am fiinften Tage trifft 
zusammen mit einem exzessiv hohen Séuregehalt, wihrend 
gerade an diesem Tag der P,O,-Gehalt niedrig erscheint, viel- 
leicht eine Folge des hohen Gehaltes an P.O, am vorigen Tag. 
Bei einfacher Titrierung trifft der h6chste Saurewert zusammen 
mit dem groften Gehalt an Phosphorsiure, wie aus der Gleichung 
a -+ x + 1!/3 y -+ 1!/s z zu erwarten war. 

Wie ich oben (S. 485) angefiihrt habe, wird in einem 
Harn mit einem mittleren Gehalt an P,O,, CaO und MgO die 
durch einfache Titrierung gefundene Zahl fiir die Phosphate 
einen um 12,8°/o zu hohen Séurewert ergeben. Wie grol 
dieser Fehler tatsichlich ist, kann aus den angefiihrten Tabellen 
bestimmt werden. Man kennt den Saurewert des P,O, = _ 
und die zur Neutralisation anderer saurer Korper erforderliche 
Menge NaOH = a. Subtrahiert man diese letztere von der als 
Aciditét nach Vozarik gefundenen, so ist diese Zahl hodher 
als die aus dem P,O;-Gehalt berechnete. Ich fand am ersten 
Tag eine Aciditaét von 54 cem n-NaOH (Kolonne 1). Fir das 
Phosphat ist davon erforderlich 54 — 7,76 = 46,24 ccm (Kol. I 
— Kol. V). Um alles Phosphat in einfach saures zu _ ver- 
wandeln, hiatten 39,62 cem geniigt, also 6,62 ccm weniger 
(46,24 — 39,62), Der Saéurewert der Phosphate wird also 
um 662 : 39,62 = 16,7°/o zu hoch gefunden. Fiir die ange- 
fiihrten 11 Tage ist dieses Verhiltnis 16,7, 16,9, 12,5, 17,4, 
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15,2, 19,5, 19,5, 15,7, 13,2, 16,9 und 15,1°/o. Dieses ist héher, 
als nach den mittleren Zahlen nach Huppert der Fall sein 
sollte. Der Gehalt an Erdphosphaten in den von mir unter- 
suchten Harnen ist aber wahrscheinlich gréBer als der mittlere 
Wert. Ich bestimmte den Gehalt an Erdphosphaten durch NH,- 
Zusatz. Dieser Bestimmung ist kein grofer Wert beizulegen, 
weil man nicht genau weiB, in welchem Verhiltnis die Erdalkalien 
darin anwesend sind. Es wird aber doch wohl der Hauptsache nach 
das Calcium als Ca,(PO,), und das Magnesium als Tripelphosphat 
gefiillt. Mit einem Gehalt von 0,160 CaO und 0,230 MgO wiirde 
der durch NH, erzeugte Niederschlag in runder Zahl 
<a x 0,142 + i X 0,142 = + 0,140 +.0,420 
= 0,560 g P,O, 

enthalten, in Ca,(PO,), sind enthalten gegen 3 * 56 CaO — 
142 P,O,, in MgNH,PO, gegen 2 X 40 MgO — 142 P,O,. Ich 
fand in dem durch NH, erzeugten Niederschlag im Mittel 
0,784 P,O,. Aus der Gleichung 560 : 784 = 12,8: x geht her- 
vor, daB die Zunahme der Aciditit in meinen Versuchen anstatt 
12,8°%/o im Mittel 16,044°/o betragen wiirde. Als Mittel aus den 
berechneten Zahlen ergibt sich 16,20°/o. 

Es ist deshalb klar, da8 die einfache Titration mit Phenol- 
phthalein zu hohe Zahlen ergibt und dafi die nach der von mir 
angegebenen Methode gefundenen Werte der wirklichen Aciditit 
sich nahern. 

Es ist mir nicht modglich, aus meinen Untersuchungen 
Schlubfolgerungen zu ziehen in bezug auf den Einfluf beson- 
derer Umstande auf die Aciditiét des Harnes. 

Dazu miibte man mit Individuen arbeiten, welche man 
einer bestimmten Diaét und festgestellten Arbeit unterwerfen 
kann. Ich mufte meine Versuche bei mir selbst anstellen, 
wihrend ich meinen gewOhnlichen Beschiftigungen nachging. 
Die mitgeteilten Zahlen sind auBerdem nicht bestimmt, um diese 
Kinfliisse zu eruieren, sondern um festzustellen, ob Lactate im 
KOrper oxydiert werden. ?>) 

Die von mir angegebene Aciditétsbestimmung entspricht, 
wie ich glaube, der praktischen Anforderung, ein fiir allemal 
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bestimmtes Mafi zu geben. Es gibt die Menge Alkali an, um 
welche die Blutalkalescenz im Tag zugenommen hat, oder mit 
anderen Worten, die Menge Séure, welche dem Blute durch die 
Resorption und die Umsetzungen im Korper zugefiihrt worden war. 

Es entspricht die Aciditaét nicht ganz diesen Verhialtnissen. 
Mit dem Harn wird durch das Ammoniak Saure aus dem Korper 
fortgeschafft ohne die dazu gehorige Base, durch die Schwefelsaure 
anderseits Alkali. Beide, NH, und H,SO,, sind im K6rper gebildet. 
Es wird gewohnlich + 80 °/o des H,SO,-Gehalts durch Ammoniak 
gedeckt. Die Aciditaét gibt also zu hohe Werte. Bei genauen Be- 
stimmungen wird darauf Riicksicht genommen werden miissen. 


Stiens, 5. April 1908. 
Ich wiederhole meine Bitte, mir von etwaigen Arbeiten, 
welche dieses Thema betreffen, einen Separatabdruck zusenden 


zu wollen. 
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(Aus dem chemischen Laboratorium der tierarztlichen Hochschule zu Stuttgart.) 
(Der Redaktion zugegangen am 21. April 1908.) 


Inhalt. 


A. Uber die Reduktion des Methylithyl- und Methylpropylmaleinsiure- 


anhydrids. 
8. Uber das Xeronsidureimid und einige Imide hydrierter Phthalsauren. 


C, Uber das Hamopyrrol. 


A. Uber die Reduktion des Methylathyl- und Methylpropylmalein- 
saureanhydrids. 

Die Reduktion der Anhydride bisubstituierter Maleinsiuren 
wurde schon einmal von mir behandelt, wobei auch einige Re- 
sultate friiherer Untersuchungen auf diesem Gebiete im Zu- 
sammenhange besprochen wurden.') Ich erwahnte, daf die 
Reduktion in alkalischer Lésung auferst trage verlauft, wahrend 
z. B. bei der Einwirkung von Zinkstaub und Essigséure auf das 
aus der Haimatinsiure C,H,O, durch Abspaltung von Kohlen- 
dioxyd entstehende Methylathylmaleinsaéureanhydrid C,H,O, die 
beiden stereoisomeren Formen der Methylathylbernsteinsaure 
zwar erhalten wurden, da8 aber nur die fumaroide Form in 
reinem Zustande isoliert werden konnte; ahnliche Beobach- 
tungen wurden bei den entsprechenden Methylpropyl- und Me- 
thylisopropylderivaten gemacht. Die maleinoide Form mubte 
sich nach allem nur in sehr geringer Menge gebildet haben. 
Um diese Vermutung auf ihre Richtigkeit zu priifen, habe ich 
Herrn K. Fuchs veranlaft, die fraglichen Verhaltnisse mit 





‘) Liebigs Ann. der Chem., Bd. CCCXLV, S. 4-10, 56—59, und 
Bd. CCCXLVI, S. 21—23. 
35* 








506 William Kiister, 


neuem Material zu studieren; als Reduktionsmittel wurde wieder 
Zinkstaub in saurer Lisung gewihlt, die Trennung der stereo- 
isomeren bisubstituierten Bernsteinséuren nach der von Auwers!) 
angegebenen Methode mit Hilfe der Kalksalze durchgefiihrt. 
Dabei hat sich nun ergeben, dab die fumaroide Form in der 
Tat in tiberwiegender Menge entsteht, allerdings muBte die 
teduktion bei Wasserbadtemperatur und in schwefelsaurer 
Losung ausgefiihrt werden und wihrte auch dann noch bei Ver- 
wendung von 5 g des Anhydrids zwei bis drei Tage. Es mag 
hierbei die Schwerlodslichkeit des zu reduzierenden Anhydrids 
eine Rolle spielen, und die lange Dauer des Prozesses im Verein 
mit der erhOhten Temperatur die Umwandlung der als primires 
Produkt zu erwartenden maleinoiden Form in die fumaroide 
begiinstigt haben. Konnte ich doch zeigen, dafi bei der Re- 
duktion der leicht in Wasser léslichen Hiamatinsdure bei nie- 
derer Temperatur die maleinoide Hamotricarbonsaure (Fp. 140°) 
in etwas gréferer Menge als die hochschmelzende fumaroide 
Form (Fp. 175°) erhalten wird.?) Noch bessere Ausbeuten an 
der ersteren erhielt ich dann bei Verwendung des Imids der 
Hiimatinsiiure,*) und es wird sich gewifi lohnen, die Imide 
bisubstituierter Maleinsiuren einmal daraufhin zu untersuchen, 
ob bei ihrer Reduktion nicht auch vorwiegend das maleinoide 
Produkt entsteht. Bei der Hiimatinsiiure sind also die folgen- 
den Beobachtungen zu verzeichnen: 1. In alkalischer Lésung 
tritt praktisch keine Reduktion ein, 2. das Anhydrid C,H,0, 
liefert in saurer LOsung bei niederer Temperatur die beiden 
Formen, die maleinoide aber in etwas gréferer Menge, *) 3. das 
Imid C,H,O,N unter den gleichen Bedingungen vorwiegend dic 
letztere Form. Aus der ungesittigten Siure bilden sich also 
jedenfalls die beiden stereoisomeren gesattigten Siiuren} wihrend 


') Liebigs Ann. der Chem., Bd. CCXCVIII, S. 154. 

*) Liebigs Ann. der Chem., Bd. CCCXLY, S. 40. 

*) Ll. c., S. BS. 

*) Auch bei der Reduktion mittels Jodwasserstoff bei 150° wird 
die cis-Form in gréferer Menge erhalten, bei dieser Temperatur diirfte 
aber bereits eine zweite Umwandlung stattgefunden haben, denn die trans- 
Siiure geht beim Erhitzen tiber ihren Schmelzpunkt in die cis-Form itiber. 
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nach unseren Vorstellungen!) als priméres Reduktionsprodukt 
nur die maleinoide Form erscheinen sollte. Die Bildung der 
fumaroiden wird ja erst dadurch ermdéglicht, dafB — bei den 
bisubstituierten Maleinséiuren — eines der Alkyle oder eine der 
Carboxylgruppen durch ein hinzutretendes Wasserstoffatom vom 
Platze verdringt wird, was noch dureh die folgenden Form- 
bilder veranschaulicht werden mag: 





ECs COW AC COOH AC 
A \ 


sollte geben Usd 
COOH KC ZL\ COOH Hs Cf 


also bei ungleichen Substituenten die beiden optischen Antipoden 
‘Spiegelbilder) der maleinoiden Form, daneben bilden sich aber 
und zwar bei wenig erhéhter Temperatur der Menge nach 
hauptsdchlich die beiden Antipoden der fumaroiden Form zu 
gleichen Teilen, denn die Séuren sind inaktiv: 


AC » COOH KC H 
. yor 
Es Cz COOH Hs C: Lr COOH 


Ich habe im Bilde die eine Carboxylgruppe, nicht das 
Alkyl den Platz tauschen lassen, was mir entgegen der friiher 
geauBerten Ansicht?) aus mehreren Griinden annehmbarer er- 
scheint, denn die Carboxylgruppe, genauer das Carbonyl der- 
selben, erleichtert die Reduktion, sie ist also im Spiel der Krafte 
tatig, diirfte also am ehesten betroffen und kann anderseits 
an ihrem Platz festgehalten werden, z. B. durch die Imidgruppe, 
welche die beiden Carbonyle zusammenhilt, denn, wie mehr- 
mals erwahnt, das Imid der Hiamatinséure wenigstens liefert 
vorwiegend die maleinoide Form. Schlieflich wird der negative 























1\ J. Wislicenus, Uber die réumliche Anordnung der Atome in 
organischen Molekiilen. Abhdlg. d. K. S. Gesellsch. d. Wiss., Bd. XXIV. 


*) Liebigs Ann. d. Chernie, Bd. CCCXLY, S. 9. 
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Charakter der Carboxylgruppe resp. die abstoBende Wirkung 
beider Carboxylgruppen auf einander ein Grund dafiir sein, da{ 
die eine ihren Platz dem hinzutretenden Wasserstoffatom iiber- 
laBt, da nun innerhalb des Molekiils ein befriedigender Aus- 
gleich der positiven und negativen Gruppen stattfinden kann. 
Die Moglichkeit aber, an zwei Stellen des Molekiils auftreten 
zu kénnen, wird wohl am besten durch die Annahme gestiitzt. 
dafi schon im ungesittigten Molekiil die groBe Carboxylgruppe 
nicht nur an eine, sondern auch an eine zweite Valenz des 
Kohlenstoffs herantritt, die durch das andere Kohlenstoffatom 
nach Thiele nicht voll!) oder tiberhaupt nicht vergeben ist. 
Ich nihere mich damit der von Pfeiffer®) vertretenen Auf- 
fassung, nach der nun die Wasserstoffanlagerung an bisubsti- 
tuierte Maleinséiuren sowohl analog der Bromaddition an Malein- 
siure, wobei die der Traubensdure, also der trans-Form ent- 
sprechende Bibrombernsteinsdure entsteht, als auch analog der 
Oxydation der Maleinséure verlaufen mu, wobei sich die cis- 
Form, also die Mesoweinsaure bildet. °) 














, Br 
HOOG- — COOH H 
jong +2hr = “L (trans Form) 
COOH 
OH OH 


HO0G 7 OOH HOO COOH 
DD >—Y, / * 20H = (cls Form) 
H ‘H 


po __y 





') Liebigs Ann. d. Chemie, Bd. CCCVIII, S. 86. 

*) Zeitschrift f. physik. Chem., Bd. XLVIII, S. 40. 

*) Vgl. die Arbeiten von Kekulé-Anschitz, Liebigs Ann., Suppl. 
Bd. I, S. 368—II, S. 91, Ber. d. Deutsch. chem. Ges., Bd. XIII, S. 2150 und 
Bd. XIV, S. 713, sowie Liebigs Ann., Bd. CCXXVI, S. 191. Fittig u 
Petri, Ann., Bd. CXCV, S. 56, J. Wislicenus, Ann., Bd. CCXLVI, S. 64. 
und Lossen, Ann., Bd. CCXCII, S. 295. 

Fumarsiure liefert nur cis-Dibrombernsteinséure vom Fp. 200, 
die Mutterlaugen gaben keine Isoséure; Maleinsadure gibt die Isobrom- 
bernsteinsiure (Fp. 160°), daneben entsteht aber Fumarsidure, welche be: 
langerer Einwirkung von Brom dann das hochschmelzende Bromadditions- 
produkt gibt. 
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Es wurde also die Reduktion der bisubstituierten Malein- 
sauren in saurer LOsung eine Mittelstellung einnehmen, insofern 
nur ein quantitativer Unterschied besteht und die in der An- 
ordnung ihrer zusammensetzenden Atome und Atomgruppen 
begiinstigtere trans-Form in iiberwiegender Menge, aber doch 
nicht ausschlieflich entsteht. 

Daraus, daB gerade nur bei bisubstituierten Maleinsiiuren 
die Reduktion in alkalischer Lésung versagt, muf} endlich 
geschlossen werden, daf auch die Anhiiufung der positiven 
Alkyle!) eine Wirkung ausiibt, wenn auch hier ein Zusammen- 
hang mit der Carboxylgruppe grade aus dem wesentlichen Ein- 
flu8 der Reaktion des Mediums hervorgeht. *) 

Als bemerkenswert méchte ich noch anfiigen, da sich 
die Phthalséure sowohl in alkalischer wie in saurer Lésung durch 
Natriumamalgam reduzieren léBt, daB aber verschiedene Pro- 
dukte entstehen, und zwar in saurer Lésung die labile A,;-Dihy- 
drophthalséure — nach Thieles Ableitung das vorauszusehende 
Produkt, *) in alkalischer Lésung dagegen die stabile A,,-Dihy- 
drophthalsdure,*) die dann in der Warme weiter und zwar der 
Hauptmenge nach zur A,-Tetrahydrophthalsiure reduziert wird. 
Die letztere verhalt sich endlich wie die bisubstituierten Malein- 
sduren, d. h. sie laft sich nur sehr schwierig in die gesiittigte 
Hexahydrosdure durch direkte Anlagerung von Wasserstoff tiber- 
fiihren. °) 





') Es ware interessant, die Reduktion auch einmal auf die Dipheny]l- 
maleinsdure (P. Mendelssohn-Bartholdy, Ber. d. Deutsch. chem. Ges., 
Bd. XL, S. 4400) oder auf die Methylhexadecylmaleinséure (H. Thoms 
und J. Vogelsang, Liebigs Ann. d. Chem., Bd. CCCLVII, S. 145) aus- 
zudehnen. 

*) Vergl. Baeyer, Ges. Werke, Bd. II, S. 245. 

3) Liebigs Ann. d. Chem., Bd. CCCVI, S. 130/1. 

*) Sie entsteht erst unter der Wirkung des Alkalis, ist aber das 
Endprodukt. 


5) Die A,-Tetrahydrophthalséure wird beim Kochen mit Natrium- 
amalgam in 4—5 Stunden zu Hexahydrophthalsaure reduziert, wobei ein 
Gemenge der stereoisomeren Sduren entsteht (Baeyer, Liebigs Ann. der 
Chemie, Bd. CCLVIII, S. 145, u. Bd. CCLXIX, S. 145; Ges. Werke, Bd. II, 
S. 148, 180, 188, 236). 
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Die Reduktion in alkalischer Lésung bedingt oder vielleicht 
besser Reduktion und Alkali bedingen also den Eintritt des 
Wasserstoffs in y-Stellung zu den Carboxylen: 










XK'coONa H/ SCOONa 
| + 2H = | 
/ “N)—COON: H. ,COON 
7 COONa \/ OONa 
ist diese Stellung wie z. B. bei der Diaithylmaleinsaure 
CH, 
H.C” Yy COONa 
H;C. COONa 
CH, 





besetzt, so tritt tiberhaupt eine Reduktion nur sehr schwierig ein. 
In saurer Lésung erfolgt dagegen der Eintritt des Wasser- 
stoffs in a-Stellung : 

















orm, a: 
—COOH 
. Fs — l COOH 
/ \N—COO0H COOH 
ard Sy /H 
ry CH, 
H 
H.c7% \c “CO, H,c’ “C—COOH 
O+2H+H,0 = | 
HC. pe CO 7 HC Cy COOH 
H, H, 


Experimenteller Teil. 
(Nach Versuchen von K. Fuchs.) 


1. Die Darstellung des Methylathylmaleinsaureanhydrids 
wurde wiederum nach der Methode von Michael und Tissot?) 
ausgefiihrt und aus 157,5 g Athylacetessigester 18 g bei 230° 
siedendes reines Anhydrid gewonnen, das sind nur etwa 13°/o 
der theoretisch méglichen Menge. | 

0,199 g Substanz gaben 0,4378 g CO, und 0,1033 g H,O. 


Berechnet fiir C,;H,O,: Gefunden: 
%o C 60,0 60,0 
°%o H 5,7 5,8 





1) Von den steroisomeren Formen abgesehen. 
*) Ber. d. D. chem. Ges., Bd. XXIV, S. 2545. Journ. f. prakt. Chem., 
Bd. XLVI, S. 287. Vgl. endlich Liebigs Annal. d. Chemie, Bd. CCCXLY, S. 11. 
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Aus dem Anhydrid wurde noch das Baryumsalz_ herge- 
stellt, 
0,5036 g im Vakuum getrocknet gaben 0,3778 g BaSO, = 0,2214 ¢ Ba 

= 44,15°’o Ba. 
Berechnet fiir C,H,O,Ba -- H,O: 44,12°/o Ba. 

und zur genaueren Feststellung der Loéslichkeitsverhiltnisse in 
kaltem und in heifiem Wasser je 1 g des Salzes mit 100, 200 
und 300 ccm kaltem Wasser je eine Stunde geschiittelt, alsdann 
vom Ungelosten filtriert und das Filtrat liingere Zeit unter Er- 
ginzung des verdampfenden Wassers im Kochen erhalten. Das 
hierbei abgeschiedene Salz wurde durch Filtration mittels Heif- 
wassertrichters abgetrennt, getrocknet und gewogen, das Filtrat 
zur Trockene verdampft und das Gewicht des Riickstandes eben- 
falls bestimmt. Wie aus der folgenden Ubersicht hervorgeht, 
ist die Loslichkeit in kaltem Wasser = 1 : 516, in heifem Wasser 
= 1:527 im Durchschnitt der drei Versuche zu setzen. 

















Ml 











Angewandte Menge Beim Kochen Léslichkeit 
Substanz _——" aus- | gelost in kaltem | in heifem 
g gefallen | geblieben Wasser | Wasser 
} | 
1 100 0.1220  0,1916 1:318 | 1:522 
{ 200 0.2558 0.3782 1:315 | 1:58 
1 300 0.3845 | 0.5650 1: 316 | 1:531 








2. Die Reduktion des Methylathylmaleinséureanhydrids 
wurde in der Weise ausgefiihrt, daB 5 g desselben mit 500 ccm 
warmem Wasser angerihrt, zu der triiben Lo6sung 10 ccm kon- 
zentrierte Schwefelsiure hinzugegeben und dann im Laufe eines 
Tages 20 g Zinkstaub eingetragen wurden. Wiaihrend dieser 
(perationen wurde auf dem Wasserbade schwach erwiirmt und 
beim Nachlassen der Wasserstoffentwicklung erneut etwas Schwe- 
felsiure zugefiigt. Die Reduktion wurde als beendet angesehen, 
sobald eine alkalisch gemachte Probe der Losung mit Kalium- 
permanganat innerhalb einer Stunde nicht mehr merklich rea- 
gierte, was bei Verwendung von 5g Anhydrid erst am zweiten 
lage der Einwirkung der Fall war. Jetzt wurde die heibe 
LOsung mittels Heifiwassertrichters filtriert, worauf sich beim 
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Erkalten etwa 1 g der bekannten fumaroiden Form der Methy|- 
iithylbernsteinsaure (Fp. 180°) in reinen Krystallen abschied. 
Die Mutterlauge wurde auf 100 ccm eingedampft und in einem 
Extraktionsapparat mit Ather ausgezogen, wodurch 4 g eines 
nur teilweise krystallisierenden Sirups erhalten wurden. In die 
wiisserige LOsung desselben, welche nach der Entfarbung durch 
Tierkohle auf 80 ccm gebracht worden war, wurden nun zu- 
nichst allmiéhlich 3 g Calciumcarbonat eingetragen,!) welche 
Menge nach zwolfstiindigem Stehen und einstiindigem Erhitzen 
der L6sung noch so weit vermehrt wurde, daf die Reaktion 
der letzteren neutral wurde. Nach dem Erkalten wurde dann 
das in kaltem Wasser unldésliche Kalksalz der maleinoiden Siiure 
samt dem unzersetzten Carbonat filtriert und der Filterrtickstand 
zur vollstaéndigen Entfernung des fumaroiden Kalksalzes solange 
mit kaltem Wasser ausgewaschen, bis eine Probe des Wasch- 
wassers beim Sieden keine Triibung mehr zeigte. Dann wurde 
er in Salzsiure gelést und die Lésung mit Ather extrahiert, 
wodurch 0,3 g der rohen maleinoiden Siéure, wihrend aus dem 
zuniichst fast zwei Liter betragenden Filtrat schlieBlich 3,2 g 
rohe fumaroide Saéure gewonnen wurden. Die rohen Siiuren 
wurden durch mehrmalige Umkrystallisation aus heifem Wasser 
gereinigt, wonach die maleinoide Séure den von Auwers be- 
obachteten Schmelzpunkt bei 102° zeigte. Ein zweiter Versuch 
mit 5g Anhydrid gab ganz analoge Resultate. 


| ec We 

















Methyl- Methylathylbernsteinsauren 
ithylmaleinsaure- 
anhydrid roh | rein 
g fum. | mal. | fum. mal. 
1. 5 42 03 | 40 | 02 
2. 5 3,95 04 | 36 | 0,32 














II. 1. Bei der Darstellung des Methylpropylmaleinsaureanhy- 
drids?) wurden bessere Ausbeuten wie friiher erzielt und zwar 
ergaben 152,8 g Propylacetessigester 48,2 g reines Anhydrid 


') Vgl. Auwers, Liebigs Ann. der Chemie, Bd. CCXCVIII, 5. 15+. 
*) Vgl. Liebigs Ann. der Chemie, Bd. CCCXLVI, S. 8. 
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oder 37,5°/o der theoretisch berechneten Menge. Der Siedepunkt 
des Praparats wurde bei 242° liegend gefunden (nach Siwo- 


loboffs Methode), die Analyse ergab: 
0,3718 g Substanz gaben 0,8473 g CO, und 0,2207 g H,0. 


Berechnet fiir C,H,,0,: Gefunden: 
% C 62,2 62,15 
% H 6,5 6,6 


Auch hier wurde die Loéslichkeit des reinen Baryumsalzes 
(0,7651 g gaben 0,5614 g BaSO, = 42,29°/o, berechnet fiir 
C,H,)BaO,+H,O = 42,2°/o Ba) in derselben Weise wie beim 
Methylathylderivat bestimmt, sie ergab sich im Durchschnitt 
= 1: 340 in kaltem und = 1: 597 in heiBem Wasser. 











dite Beim Kochen Léslichkeit 
Wasser aus- gelist in kaltem | in heifem 
g gefallen | geblieben Wasser | Wasser 
100 0,1291 0,1703 1: 334 1: 587 
200 0,2481 0,3263 1: 348 1: 613 
300 0,3760 0,5070 1 : 339 1: 591 

















2. Die Reduktion des Methylpropylmaleinséureanhydrids 
wurde unter denselben Bedingungen, wie sie bei dem niederen 
Homologen beschrieben worden sind, ausgefiihrt, bei Anwendung 
von 5g war eine zwei- bis dreitaégige Einwirkung notig, bis 
der ungesattigte KOrper verschwunden war, auch hier schied 
sich dann ein Teil der schwer loslichen fumaroiden Methylpro- 
pylbernsteinsaure (1,2 g) beim Erkalten in reiner Form ab 
(Fp. 158°). Aus dem eingedampften Filtrat extrahierte Ather 
3,1 g eines Sirups, aus dem iiber die Kalksalze 0,3 g maleinoide 
und 2,8 g fumaroide Siure gewonnen wurden. Einige weitere 
Versuche lieferten ganz ahnliche Ausbeuten, wie aus der fol- 
genden Tabelle ( S. 514) zu entnehmen ist. 

Der Schmelzpunkt der bisher nicht bekannten maleinoiden 
Methylpropylbernsteinsaéure wurde bei 92—93° liegend beob- 


achtet, bei der Analyse ergaben 
0,1102 g Substanz 0,2215 g CO, und 0,085 g H,0O. 
Berechnet fiir C,H,,0,: Gefunden: 
%> C 55,17 54,82 
%, H 8,05 8.57 
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Methyl- — Methylpropylbernsteinsaéuren 
propylmaleinsdure- | 
anhydrid roh | rein 


mal. | fum. 





0.3 
| O35 
| 08 
| 0.3 | 4,7 





Ein Versuch zur Umlagerung der fumaroiden in die malein- 
oide Form wurde von Herrn Fuchs in der Weise vorgenommen, 
daf er 10 g der ersteren drei Stunden lang im lebhaften Sieden 
erhielt (F. 230—235°). Die erkaltete Schmelze (7,4 g) wurde 
wieder mit Hilfe der Kalksalze auf die stereoisomeren Siiuren 
verarbeitet, wobei 1 g der maleinoiden Form (Fp. 92°) und 5,6 g 
unveriinderte fumaroide Siéure im reinen Zustande wieder er- 
halten wurden. 


B. Uber das Xeronsaureimid und einige Imide hydrierter Phthalsauren. 


Das von Nencki und Sieber im Jahre 1901 entdeckte 
Hiimopyrrol') ist seiner Konstitution nach nicht bekannt, doch 
war es unter Zugrundelegung der Formel C,H,,N und unter 
der Annahme, dai es dieselben Komplexe des Himatins sind, 
welche bei der Reduktion das Haémopyrrol, bei der Oxydation 
aber die in ihrer Konstitution bekannten Hamatinséuren geben, 
als ein BB‘-Methylpropylpyrrol aufgefaBt worden. In meiner 
ersten ausfiihrlichen Arbeit?) iiber das Hamopyrrol habe ich 
dann die Griinde angegeben, welche dafiir sprechen konnten, 
dafi auch das §£‘-Diathylpyrrol oder ein Hexahydroisoindol, besser 
ein Tetrahydroisoindolin, mit dem interessanten Reduktions- 
produkt des Hiimatins identisch sein kénnten. 

Da ich durch die Oxydation mit Chromsdure itiber die 
Natur des Himopyrrols Aufklérung zu schaffen hoffte, d. h. durch 
die Gewinnung von Siureimiden, die als bestandige Korper der 


') Ber. d. Deutsch. chem. Ges., Bd. XXXIV, S. 
*) Liebigs Ann. d. Chemie, Bd. CCCXLVI, S. 
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Analyse besser zugiinglich waren als das sehr veriinderliche 
Hiimopyrrol, lag es nahe, auBer den bereits durch Synthese 
bereiteten Imiden der Methyliithyl- und Methylpropylmaleinsiiure 
auch das der Diiithylmaleinsiiure und dann Imide tetrahydrierter 
Phthalséuren herzustellen, die bisher nicht bekannt waren, um 
sie zum Vergleich mit dem bei der Oxydation des Hiimopyrrols 
zu erwartenden Imid zur Hand zu haben. Kin A,-Tetrahydro- 
isoindolin z. B. mufte ja durch Oxydation das A,-Tetrahydro- 
phthalsiiureimid geben: 


CH, CH, 
H.C” ‘C—CH, H,c% \SCc—co 
‘Xt —> ! SNH 
HC. /C—CH, HC C—CO 
CH, cH, 


Ich veranlabte daher Herrn K. Fuchs, die Synthese der 
erwahnten Imide zu bewerkstelligen, und kann als Resultat an- 
geben, dafi sie nach ihren Eigenschaften nicht mit dem Imid 
aus dem Hiimopyrro! tibereinstimmen. Bei Inangriffnahme dieser 
Arbeit war von letzterem nur bekannt, dali es krystallisiert 
erhalten werden kann und bei 63-— 64° schmilzt. Nun war 
das Diathylmaleinséureimid, das uns nach der Analyse zu ur- 
teilen in reinem Zustande vorlag, nicht zum Krystallisieren zu 
bringen, obgleich dieselben Methoden zur Reinigung gedient 
hatten, welche bei der Aufarbeitung des rohen aus Haimopyrrol 
erhaltenen Imids verwendet worden waren. Die Imide der 4,-, 
A,- und der trans-A,-Tetrahydrophthalséure wurden krystallisiert 
erhalten und von dem ersten, das allein in gréferer Menge 
vorlag, die angegebene Konstitution dadurch sicher gestellt, dal 
bei der Verseifung das A,-Anhydrid zuriickerhalten wurde, ') 
die Schmelzpunkte dieser Imide liegen aber bei so erheblich 
hOheren Temperaturen, daf sie fiir das Imid aus dem Himo- 
pyrrol nicht in Betracht kommen. Und da auch bei diesen 
Imiden wieder dieselben Methoden zur Reinigung mit Erfolg 
herangezogen wurden, diirften auch in den Anteilen des Roh- 





') Die Verseifung des A,-Tetrahydrophthalsdureimids konnte nur 
mit so geringen Mengen ausgefiihrt werden, daf das erhaltene Anhydrid 
nicht sicher mehr identifiziert werden konnte. 
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imids aus dem Himopyrrol, welche bei der Reinigung abfallen, 
die erwahnten Imide tetrahydrierter Phthalsauren nicht vorhanden 
sein. Endlich wurde dann auch direkt der Beweis erbracht, 
daB das aus dem Hamopyrrol hervorgehende Imid identisch 
mit dem Methylathylmaleinimid ist.!) 


Experimenteller Teil. 
(Nach Versuchen von K. Fuchs.) 


I. 1. Die Darstellung des Diithylmaleinsaureanhydrids 
(Xeronsiiure) wurde auf meine Veranlassung bereits von K. Haas 
ausgefiihrt;?) derselbe erhielt das gewtinschte Produkt in einer 
Ausbeute von im Durchschnitt 4,3°/o in bezug auf das ver- 
wendete Citraconséureanhydrid. Da nach der Gleichung 

CH,O, + C;H,0O, = C,H,,0, + 2 CO, 
aus einem Gemisch von Citraconsaure mit ihrem Anhydrid zur 
Bildung der Xeronséure nur Kohlendioxyd auszutreten braucht, 
und wir im tibrigen tiber den Mechanismus dieser Umwand- 
lung noch nichts Sicheres wissen, *) verwendete K. Fuchs das 
erwahnte Gemisch und bekam etwas bessere Ausbeuten, néim- 


lich 5,8°/o. Die Reinigung des Rohprodukts, d. h. der nach 
vollendeter Zersetzung von je 25 g Citraconséure und deren 





') Ber. d. Deutsch. chem. Ges., Bd. XL, S. 201+, vgl. die folgende 
Mitteilung, Seite 526. 

*) Liebigs Ann. d. Chem., Bd. CCCXLVI, S. 16. 

8) Meine Vermutung, dafs sich aus Citraconséure zunachst Croton- 
siure bilde, ist dadurch recht wenig wahrscheinlich geworden, daf die 
letztere unter dhnlichen Bedingungen, wie sie bei der Herstellung der 
Xeronsiure eingehalten werden, d. h. bei langerem Erhitzen auf 200° 
unverindert blieb, bei starkerem Erhitzen unter Druck aber teilweise 
villige Zersetzuug erlitt. Die folgende, friiher in Betracht, gezogene 
Formulierung : 

2 H,C — C — COOH 2 H,C— CH H,C—CH, 
| — —> 
HC - COOH HC. - COOH Cc—CO 


! >O 
c—Cco 


| 
H,C— CH, 
diirfte also kaum eine Berechtigung haben. Vgl. auch W. Roser, Ber. der 
Deutsch. chem. Ges., Bd. XV, S. 1321 und 2012. 
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Anhvdrid zwischen 230° und 260° iibergehenden Anteile be- 
stand hierbei darin, dafi zunachst mit Wasserdimpfen destilliert, 
das Destillat, in dem sich das iibergegangene O! sehr fein ver- 
teilt hatte, durch eine Calciumphosphatschicht filtriert und der 
Filterriickstand mit Ather extrahiert wurde. Dieser hinterlieS 
9.2 g rohes Anhydrid, das alsdann in das Kalksalz tibergefiihrt 
wurde; nach Zersetzung des letzteren durch Salzsiure wurde 
die gereinigte Xeronsdiure aufs neue in Ather aufgenommen 
und nach Verdampfung des Lésungsmittels noch einmal einer 
\Vasserdampfdestillation unterworfen. Jetzt wurden aus dem 
Destillat 2,9 g reines Anhydrid, das alle bekannten Eigenschaften 
aufwies, z. B. den Siedepunkt 238— 240° nach Siwoloboff 
zeigte, gewonnen. 
0.1524 g Substanz gaben 0,3469 g CO, und 0.0927 H,O 


Berechnet fiir C,H,,0,: Gefunden: 
%o C 62,32 62,08 
%o H 6,54 6,76 


2. Zur Uberfiihrung in das Imid wurden zweimal je 1 g 
Anhydrid mit 15 ccm alkoholischen Ammoniaks drei Stunden 
im Rohr auf 160° erhitzt, wonach 1,9 g eines rohen Imids ge- 
wonnen wurden, dessen atherische Losung durch Ausschiittelungen 
mit verdiinnter Sodalésung und mit 40°/oiger Salzséiure von 
Siiureresten und namentlich von anhaftenden farbenden Stoffen 
sereinigt wurde. Nach Abdestillation des Athers verblieben 
0.6 g eines farblosen, dickfliissigen Ols, dessen Siedepunkt, nach 
Siwoloboff bestimmt, bei 138—140° lag. 

0.1328 g Substanz, im Vakuum getr., gaben 0,3044 g CO, u. 0,0877 g H,O 


0.1258 » > > > > > 10ccm N bei 10,5° u. 740 mm B. 
Berechnet fiir C,H,,O,N: Gefunden: 
%o CG 62,74 62,51 
% H 7,19 7,34 
°% N 9,16 9,27 


II. Die Darstellung der Anhydride tetrahydrierter Phthal- 
siuren geschah in Anlehnung an die von Baeyer gegebenen 
Vorschriften.!) Es wurde also durch Reduktion der Phthalsaure 





') Liebigs Annalen, Bd. CCLVIII, S. 149; Ges. Werke, Bd. II, 
S. 175, 178. 
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mit 3°/oigem Natriumamalgam zunachst rohe A,-Tetrahydro- 
phthalsiure gewonnen und zwar aus 110 g, die in 22 Porticonen 
verarbeitet wurden, 104,6 g = 83°/o der theoretisch mdg- 
lichen Menge. 1. Zur Herstellung des Anhydrids der 4,- 
Tetrahydrophthalsiure wurden 50 g der rohen A,-Siure 
verwandt, und die Umwandlung der letzteren durch Erhitzen 
uber den Schmelzpunkt 240°, wobei Wasser abdestillierte, Aul- 
nahme des Riickstandes in Wasser und Eindampfen der Losung 
auf dem Wasserbade, wodurch allein die 4,-Siure in das An- 
hydrid tbergeht, vollzogen. 

Nachdem dann das rohe Anhydrid, welches namentlich 
noch Dihydrophthalsiiure enthielt, in Ather aufgenommen war, 
wurde die letztgenannte Siéure durch Pottaschelésung entfernt 
(8,1 g), darauf der Ather abdestilliert und der Riickstand mit 
Ather gewaschen, bis er farblos geworden war.!) Die Ausbeute 
betrug dann nur 12,2 g, doch konnten aus dem iitherischen 
Filtrat weitere Mengen gewonnen werden dadurch, dab der 
nach Verdampfung des Athers bleibende Riickstand der De- 
stillation unter vermindertem Druck unterworfen wurde, wobei 
in die stark gekiihlte Vorlage ein Ol tiberging, das rasch zu 
den grofen farblosen blattchen des A,-Tetrahydrophthalsaure- 
anhydrids erstarrte. 

3el einem zweiten Versuch wurde das aus 50 g roher 
A,-Saure erhaltene rohe A,-Tetrahydrophthalsaureanhydrid nacli 
Entfernung der Dihydroséure mit verdiinntem Ammoniak in 
Losung gebracht, die Losung bis zur Erreichung neutraler 
Reaktion erwirmt, von etwas Harz filtriert und zuniichst bei 
Zimmertemperatur mit BaryumacetatlOsung versetzt, wodurch 
ein braungefairbter Niederschlag in geringer Menge entstand, 
der durch Filtration beseitigt wurde. Beim Erhitzen des Fil- 
_trats bis zum Sieden entstand dann ein reichlicher Ausfall, 
der allerdings auch noch gelbbraun gefarbt war, aber durch 
Auswaschen mit heifem Wasser gereinigt werden konnte. Aus 
25 g Rohanhydrid wurden dann 30 g Baryumsalz erhalten und 
dann nach Zersetzung desselben durch Salzsiure durch Ather 


‘) Das Auswaschen mit Benzol oder Ligroin fihrte bei dem vor- 
liegenden Praparat nicht zum Ziel. 
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etwa 15g Saure in Gestalt einer strahlig angeordneten schwach 

) | gelb gefaérbten Krystallmasse. Sie wurde in Wasser gelist, die 

: Lésung zur Uberfiihrung in das Anhydrid auf dem Wasser- 

bade eingedunstet, und der Riickstand wieder in Ather auf- 

genommen. Er hinterlie} nach dem Verdampfen ein Priiparat, 

das nach einmaliger Umkrystallisation aus Ather den Schmelz- 
punkt 73—74° zeigte. 


Analyse: 
0.1465 g Substanz gaben 0,3392 g CO, und 0,071 g H,O 

| Berechnet fiir C,H,O,: Gefunden: 
1 : % C 63,1 63,14 

| % H 5B 5,38 
Das in blittchen beim Erhitzen seiner wisserigen Losung 
ausfallende Baryumsalz enthielt ein Molekiil Krystallwasser: 
, 0.4415 g Substanz, bei 70° getrocknet, gaben 0,3174 g BaSOQ, 
Berechnet fiir C,H,O,Ba -++ H,O: Gefunden : 
%o Ba 42,49 , 4232 
. Es lést sich, wie aus den folgenden Bestimmungen her- 
j vorgeht, die analog denen beim methylathylmaleinsauren Baryum 
beschriebenen (vgl. S. 511) ausgeftihrt wurden, im Durchschnitt 


: der drei Versuche im Verhiltnis 1 : 277 in kaltem, 1 : 478 in 
heiBem Wasser. 























0,635 1,052 | 1:285 | 


Le et —— 

r 

| Baryum- Beim Erhitzen Léslichkeit 

: salz Wasser Tans. lin Lésung Summe | in kaltem | in heifem 

. g gefallen | geblieben Wasser 

r : 

i : 1 100 0,163 | 0,206 0,369 | 1:271 | 1: 485 

h 1 200 0,305 | 0,419 0,724 1:276 | 1:477 
| 


, | 1,1 300 0,417 1: 472 














, 2. a) Die Anlagerung von Ammoniak an das A,-Tetra- 


h hydrophthalsdureanhydrid wurde in absolut alkoholischer und in 
s § iitherischer Lésung vorgenommen. 

d a) In die Losung von 2 g des Anhydrids in 50 ccm ab- 
r gf soluten Alkohols wurde getrocknetes Ammoniak eingeleitet, 


hierbei entstand nur ein geringer Niederschlag, der sich aber 
bei starker Abkiihlung und zwdlfstiindigem Stehen auf 2 g ver- 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. LV. 36 
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mehrte. Es waren nadelférmige Krystalle, die sich sehr leicht 
in Wasser lésten, ihr Zersetzungspunkt lag bei 145° (Pri- 
parat I). 

8) Die atherische Lésung des Anhydrids wird beim Ein- 
leiten von Ammoniak sofort getriibt, und allmahlich bildet sich 
ein sehr voluminéser Niederschlag, so daB es zweckmabBig ist, 
in grOBerer Verdtinnung zu arbeiten. Aus 2 g Anhydrid, gelost 
in 100 ccm Ather, wurden 2,2 g des Anlagerungsproduktes, 


das hier amorph erschien, gewonnen (Praparat II). 
I. 0,0387 g Substanz gaben 5,2 ccm N bei 21° und 744 mm B. 


II. 0,0918 » > . 123 >» » » 20° » 744 » » 
Berechnet fiir C,H,,0,N,: Gefunden : 
I. Il. 
%o N 15,05 14,97 15,01. 


Das A,-Tetrahydrophthalséureanhydrid nimmt also unter 
den angegebenen Bedingungen zwei Molekeln Ammoniak auf. 

b) Die Darstellung des Imids der A,-Tetrahydro- 
phthalsaéure erfolgte nach zwei Methoden. 

a) Durch Destillation des soeben beschriebenen Ammo- 
niakanlagerungsproduktes (5 g), wozu ein Fraktionskolben mit 
weitem Ansatzrohr verwendet wurde. Beim Erhitzen im Blei- 
bade trat Zersetzung des Inhalts bei 80°, durch Ammoniak- 
entwicklung kenntlich, ein, dann destillierte Wasser ab, bei 
150° begann erneut die Abspaltung von Ammoniak aus der 
nun vollig geschmolzenen Masse und bei 318—320° destillierte 
ein schwach gelb gefirbtes Produkt tiber, das in der Vorlage 
erstarrte. Die Reinigung geschah durch Aufnahme in Ather und 
Ausschiitteln der gelben, griin fluorescierenden dtherischen 
Lésung zunachst mit 3°/oiger Sodalésung, wodurch die Fluores- 
cenz verschwand und 0,8 g A,-Séure entfernt wurden, dann 
mit 40°/oiger Salzsiiure, welche die farbenden Substanzen weg- 
nahm. Nach Abdestillation des Athers verblieben 1,6 g des 
Imids in groBen zu Biischeln vereinigten Nadeln vom Schmelz- 
punkt 169—170° (Priparat I). 

8) Durch Erhitzen des Anhydrids (je 1,5 g) mit (20 ccm) 
bei 0° gesiittigter alkoholischer Ammoniaklésung im Rohr; die 
besten Ausbeuten lieferte hierbei eine dreistiindige Einwirkung 


bei 160°. 
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Der Rohreninhalt stellte dann eine gelb gefirbte Fliissig- 
keit dar, in der sich amorphe braune Flocken befanden; letz- 
tere wurden durch Filtration, aus dem Filtrat darauf der Al- 
kohol und das Ammoniak durch Absaugen im Vakuum entfernt. 
Der Riickstand, eine braune sirupése, mit wenigen Krystallen 
durchsetzte Masse von aromatischem Geruch wurde nun mit 
Ather und 3°/oiger Sodalésung aufgenommen, die itherische 
Lésung abgetrennt, getrocknet, schlieBlich der Ather abdestil- 
liert, wonach 1—1,2 g noch gelb gefarbtes Rohimid hinter- 
blieb, das zur volligen Reinigung wiederum in iitherischer 
Lésung mit 40°/oiger Salzséure behandelt werden mufte. Der 
Schmelzpunkt dieses zweiten Priiparates lag bei 169°. Das Imid 
ist so gut wie unlodslich in kaltem, ein wenig léslich in heifem 
Wasser, leicht léslich in Alkohol, Ather, Aceton, Chloroform, 
krystallisiert aus Alkohol und Ather in Siiulen, aus Xylol in 
grofen Tafeln, aus Ligroin in blattchen und besitzt einen aro- 
matischen, beim Erhitzen nur entfernt an Jodoform erinnernden 
Geruch, auch ist es sublimierbar. 

I. 0,1683 g Substanz, im Vakuum getr., gaben 0,3914 g CO, und 0,0923 g H,O 


0,1101 » > > > > >» 98ccmN bei 26° u. 744mm B. 
II. 0,2852 » 2 > > » »  0,6638 g CO, und 0,154 g H,O 
0,1948 >» > > > > > 17ccmN bei 27,5° u. 745 mmB. 
Berechnet fiir C,H,O,N: Gefunden: 
I. II. 
% C 63,53 63,43 63,48 
% H 5,99 6,1 6,0 
% N 9,29 967 9,4 


Die Molekulargewichtsbestimmung wurde nach der Siede- 
methode ausgefiihrt, L6sungsmittel Ather, c = 21. 











Ather | ¢ Substanz A Gefundenes | Berechnetes 
| Molekulargewicht 

12,8 01344 | O16 | 148 | 151 

12,3 0,2397 0,275 150 | 

11,75 0,4285 0,51 | 151 | 








Zur Verseifung wurden 0,5 g Imid mit 50 cem Barytwasser 
sechs Stunden bis zum Aufhéren der Ammoniakentwickelung 
36* 
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gekocht, das ausgefallene Baryumsalz filtriert, durch Salzsiure 
zerlegt und die Siiure mit Ather aufgenommen. Der nach Ver- 
dampfung des Athers bleibende Riickstand wurde darauf zur 
Uberfiihrung in das Anhydrid auf dem Wasserbade erwiirmt 
und dann aus Ather umkrystallisiert. Erhalten wurden 0,3 g 
Tetrahydrophthalséureanhydrid vom Schmelzpunkt 72°. 

3. Das A,-Tetrahydrophthalsaureamid bildet sich: 

a) aus dem Ammoniakanlagerungsprodukt an das Anhydrid 
durch Aufnahme desselben in heifem Wasser und Eindampfen 
der Lésung auf dem Wasserbade, wobei Ammoniak entweicht 
und die Reaktion sauer wird. Nach dem Erkalten krystallisiert 
das Monoamid aus. (I) 

8) aus dem gleichen Produkt durch Auflésen in Salzsiure, 
Verdampfen der LOsung im Vakuum und Extraktion des Riick- 
standes mit absolutem Alkohol zur Abtrennung vom Chlor- 
ammonium. (IL.) 

¢) aus dem Imid durch Aufnahme in heifer 0,2°/oiger 
Ammoniaklésung und Eindampfen der Lésung auf dem Wasser- 
bade bis zur Bildung einer Krystallhaut. Die konzentrierte 
Losung wird zur Entfernung unverinderten Imids mit Ather 
behandelt, dann zur Trockene gebracht und der Riickstand aus 
wenig heiBem Wasser umkrystallisiert. Das A,-Tetrahydrophthal- 
siuremonoamid ist in Wasser, schon in kaltem, leicht léslich, 
auch in heifem Alkohol, aus dem es in Nadeln krystallisiert, 
in Ather ist es kaum léslich. Beim Erhitzen findet schon bei 
120° ein Erweichen statt, vollig geschmolzen ist das Amid immer 
erst bei 170°, dem Schmelzpunkt des Imids, in das es also 
allmahlich unter Wasserverlust tibergeht. 

I. 0,149 g Substanz gaben 11 ccm N bei 20° und 742 mm B. 
I]. 0,213 » > mit NaOH destilliert gaben 12,2 ccm '/1o-n.-NH, 
= 0,01713,N, 
IT. O,1107 » > gaben 0,2291 g CO, und 0,0681 g H,O 


0.0938 » > > 7ccem N bei 23° und 743 mm B. 
Berechnet fiir C,H,,0O,N: Gefunden : 
I. Ii. Il. 
°>» CG 56,73 —_ —_ 56,44 
% H 6,55 a = 6,85 


o 

o 
A 
Xe 
Oo 
ie 2) 
to 
is) 


8,04 8,2 
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Nach dem Ausfall der Analysen liegt also in dem seiner 
Darstellung und seinen Eigenschaften nach beschriebenen Kérper 
das A,-Tetrahydrophthalséureamid vor; das entsprechende Am- 
moniakanlagerungsprodukt verhalt sich also anders wie z. B. 
das der Himatinsaure oder die Ammoniakanlagerungsprodukte 
der Monoester dieser Siure, die unter den gleichen Bedingungen 
verseift werden, wiihrend hier nur eine Molekel Wasser addiert 
wird. !) Beim Versuche, das Silbersalz des A,-Tetrahydrophthal- 
siiuremonoamids zu erhalten dadurch, daf die mit Ammoniak 
neutralisierte LoOsung desselben mit Silbernitrat gefillt wurde, 
entstand aber ein in Wasser etwas losliches, stickstofffreies 
Salz. Es wurde mit Alkohol ausgewaschen und erwies sich 
durch die Analyse als Silbersalz der A,-Tetrahydrophthalsaure. 

0,0653 g Substanz gaben 0,0486 g AgC] 
Berechnet fiir C,H,Az,0,: Gefunden: 


8° oe? 


°o Ag 56,2 56,03 

{If. 1. Die Darstellung des Anhydrids der A,-Tetra- 
hydrophthalsaure wurdeebenfallsnachderVorschrift Baeyers 
ausgefiihrt ;2) 50 g rohe A,-Séure hinterlieben zuniichst beim 
Behandeln mit Acetylchlorid in der Kalte 8,4 g rohe A,-Tetra- 
hydrophthalsdure. Der nach Abdestillation des Acetylchlorids 
unter vermindertem Druck erhaltene Riickstand lOste sich dann 
bis auf ganz geringe Mengen in Ather, welcher Lésung nunmehr 
noch vorhandene Dihydrophthalsiure durch Kaliumcarbonatlosung 
entzogen wurde. Das nach Verdampfen des Athers im Gewicht 
von 32 g vorliegende gereinigte Anhydrid der A,-Saéure bestand 
aus krystallinischen Krusten mit etwas Sirup gemengt und wurde 
nun nach Aufnahme in 30 cem heifem Wasser und Neutrali- 
sation dieser LOsung mit Natronlauge durch fraktionierte Fallung 
mit der berechneten Menge Schwefelsaure, die in sechs Anteilen 
zugefiigt wurde, gereinigt. Die erste, stark gefiirbte Fiillung 
und die letzte, welche unter dem Mikroskop neben Prismen auch 
Blittchen erkennen lie6, wurden verworfen, die vier tbrigen 
lieferten 22 g A,-Siiure, die nun durch Umkrystallisation aus 





') Diese Zeitschrift, Bd. LIV, S. 520. 
*) Liebigs Ann. der Chemie, Bd. CCLVIII, S. 145, und Bd. CCLXIX, 
5. 145; Baeyers Ges. Werke, Bd. II, S. 175/177, 148, 152, 2351/6. 
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heibem Wasser unter Zusatz von Tierkohle vollig entfarbt werden 
konnten. Die Saure wurde endlich durch Acetylchlorid wieder 
in das Anhydrid verwandelt und dieses aus Ather umkrystalli- 
siert. Erhalten wurden 9,2 g eines in Prismen krystallisierenden 
Praiparats vom Schmelzpunkt 78/79 °. 

0,0922 g Substanz gaben 0,2128 g CO, und 0,0454 g H,O 


Berechnet fiir C,H,0O,: Gefunden : 
%o C 63,1 62,94 
% H 53 5,51 


2. Die Darstellung des Imids erfolgte wieder durch 
ca. sechsstiindiges Erhitzen des Anhydrids mit alkoholischem 
Ammoniak im Rohr auf 160°; aus 4,5 g wurden etwa 3 g des 
rohen Imids erhalten, welche Menge sich allerdings bei der 
notwendigen Reinigung durch Ausschiitteln der atherischen L6- 
sung mit 40°/oiger Salzsaéure auf 0,6 g reines Imid verminderte. 
Dasselbe ist farb- und geruchlos, leicht léslich in Ather, Alkohol, 
Aceton, Chloroform, fast unléslich in kaltem Wasser, der Schmelz- 
punkt liegt bei 172 —173°.?) 

0,1054 g Substanz gaben 0,2448 g CO, und 0,0586 g H,O 


0.1107 » > > 86 ccm N bei 9,5° und 740 mm B. 
Berechnet fiir C,H,O,N Gefunden : 
°%0 C 63,53 63,32 
%. H 5,99 6.18 
%o N 9,29 9,09 


IV. 1. Das Anhydrid der trans-A,-Tetrahydro- 
phthalsiure?) wurde durch zweitagiges Kochen der A,-Saure 
mit Acetylchlorid am RiickfluBkiihler erhalten. Zur Verwendung 
kamen 4 g,*) erhalten wurden nach wiederholter Umkrystalli- 
sation des nach Abdestillation des Acetylchlorids verbleibenden 





') Ein Gemisch der Imide der A,- und der A,-Séure zeigte einen 
unscharfen Schmelzpunkt von 170—173°; diese Beobachtung im Verein 
mit der von Baeyer betonten Stabilitat der A,-Séure, welche durch 
Kochen mit konzentrierter Kalilauge nicht veraindert wird und erst beim 
Erhitzen iiber den Schmelzpunkt 215° eine Umlagerung in das Anhydrid 
der A,-Saure erfihrt, diirfte dafiir sprechen, dafi wir es in diesem Imid 
wirklich mit dem der A,-Séure zu tun haben. 

*) Baeyers Ges. Werke, Bd. II, S. 152, 175, 183/4. 

8) Erhalten als Nebenprodukt bei der Darstellung des Anhydrids 


der A,-Saure. 
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Riickstandes aus Ather 2,4 g eines in farblosen Blattchen ') kry- 
stallisierenden, bei 140° schmelzenden Priiparates. 
0,1028 g Substanz gaben 0,2373 g CO, und 0,0504 g H,O 


Berechnet fiir C,H,O,: Gefunden : 
%> C 63,1 62,96 
% H 5,3 5,44 


2. Das Imid wurde analog dem der A,-Siiure dargestellt; 
2g Anhydrid gaben 1,6 g rohes und 1,1 g reines Imid, das in 
langen Tafeln krystallisierte und bei 232—233° schmolz.?) 

0,2076 g Substanz gaben 0,4826 g CO, und 0,1138 g H,O 


Berechnet fiir C,H,O,N: Gefunden : 
°o C 63,53 63,4 
% H 5,99 6,09 


Bei der Verseifung von 0,2 g des Imids durch Barytwasser 
wurde ein in der Hitze schwer ldsliches Baryumsalz erhalten, 
das nach der Zerlegung durch Salzsiure an Ather eine bei 195° 
schmelzende Sadure abgab. Da die trans-A,-Tetrahydrophthal- 
siure bei 218° schmilzt, diirfte entweder bei der Verseifung 
eine teilweise Umwandlung eingetreten sein, oder das Imid selbst 
ist nicht als einheitlich zu betrachten. 

V. 1. Das Anhydrid der A,-cis-Tetrahydrophthal- 
saure®) wurde durch Kochen von 4 g der A,-Siéure mit Essig- 
sdiureanhydrid wahrend einer Viertelstunde bereitet, nach Ab- 
filtration der dunkelgelben L6sung von einem kleinen ungelésten 
Riickstande und nach Abdestillation des Loésungsmittels unter 
vermindertem Druck hinterblieb ein gelber, sirupéser Riickstand, 
der durch Ausschiittelung seiner atherischen Losung mit 40°/oiger 
Salzsiure gereinigt wurde. Schlieflich wurde die iatherische 
Lésung durch Ligroin gefallt, wodurch 1,6 g eines bei 59—60° 
schmelzenden Korpers erhalten wurden, in dem das erwartete 
Anhydrid vorlag: 





') Baeyer gibt als Krystallform Nadeln an, im Schmelzpunkt zeigte 
sich aber Ubereinstimmung. 

*) Unter dem Mikroskop zeigten sich auch wenige spitze Nadeln, 
ganz einheitlich diirfte also das Praparat nicht sein. 

5) Liebigs Annal. der Chemie, Bd. CCLXIX, S. 145; Baeyers 
Ges. W., Bd. II, S. 233/4, 266/7. 
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im Hamopyrrol etn Gemiseh zu erbheken und demzufolge vor 
der beabsichtigten Oxydation eine Trennung der Bestandteile 
anzustreben. 

Vom Hamopyrrol ist bekannt, dab es ein sehr leicht ver- 
ainderliches Pyrroldertvat ist, das mit Sublimat ein verhiltms- 
maby bestiindiges Queceksiberehlorid — Queeksilberdoppelsalz 
gibt, dessen Analyse Werte leferte, die zur Aufstellung der 
Formel (CH SN) Ue (Heel,), berechtigten, Ein gut krystal- 
isierendes Salz mit der Pikrinsiiure, das aus Benzol umkry- 
stallisiert werden) konnte, ergab bet der Analyse. gletehtalls 
Werte, die mit der empirischen Formel Clu oN fir das Timo- 
pyrrol harmomerten.') Aus den Arbeiten Marchlewskis®) und 
semer Schiller ist ferner zu enthehmen, dati das Himopyrrol 
mit zwet Molekeln Benzoldiazontumechlorid ino saurer) Losung 
eine Verbindung eingehen Kann. Es ist dieser Korper, dessen 
salysaures Salz in braunen Nidelehen krystallisiert, aber meht 
das einzige Reaktionsprodukt, vielmehr wurde nicht nur das 
Auftreten von gelben Krystallen, welche sebr > wahrscheinlich 
den Monoazofarbstol? vorstellen, sondern auch noch ei dritter 
horper bemerkt, der fir ein Oxydationsprodukt des Hiimo- 
pyrroldisazobenzols angesprochen wird oder aber von emem 
anderen Pyrrolderivat herstammt, das neben dem = etgentlichen 
Hiimopyrrol bei der Destillation des durch die Reduktton des 
Hiimins entstehenden Gemisches mit Wasserdiimpfen tibergeht. 

An die Moglichkeit, dab der mit Wiisserdimpfen fliichtige 
horper — das Himopyrrol Nenekis nicht embheitheh ast, 
denkt also auch Marchlewski, und es ist erlaubt, daran zu 
denken, da wir es ja mit einem leicht veriinderlichen Korper 
zu tun haben, der nicht direkt analysiert werden konnte, mit 
dem eine Siedepunktsbestimmung auszufiihren nicht) moglich 
war. Ja, vom pikrinsauren Salz wird angegeben, dal es— in 
gelben Nadeln oder in. sechsseitigen Bliittchen kKrystallisiert. 

Bei der Oxydation mit Chromsiiure mute es nun auf- 
fallen, daB das Hiimopyrrol hierbei ein allem Anschein nach 
recht kompliziert: zusammengesetztes Gemenge von Korpern 


1) Ber. d. Deutseh chem. (ies., Bd. XXNIV. ~ QQ 
?) Diese Zeitschrift Bd. XLV, S. 176/182. 
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ergab, aus dem das erwartete Imid nach vielen vergeblichen 
Versuchen schlieflich nur in geringer Ausbeute gewonnen werden 
konnte. Das schien darauf hinzuweisen, daB schon im Himo- 
pyrrol selbst ein Gemisch vorliege, und ich wurde in dieser 
Meinung noch durch die Beobachtung bestarkt, daf nach der 
sogleich zu besprechenden Trennung in ein «saures» und in 
ein «basisches» Hamopyrrol die Menge des aus ersterem er- 
haltenen Rohimids mit der verbrauchten Menge Chromsiiure 
korrespondierte, wihrend eine solche Regelmabigkeit bei der 
Oxydation des Gesamthamopyrrols nicht konstatiert werden 
konnte. 

Die folgenden Tabellen mégen diese Verhaltnisse veran- 
schaulichen. 

Tabelle I. 


Oxydation des Gesamthamopyrrols nach Haas. ‘*) 























| | Phos- Dauer der | Menge | Dauer der | Ausbeute 
Ne, oe an | Reduktion der heme Oxydation ol q 
; Saure 
g g _ Minuten | | Tage g 

l 5 8 | 10 1,25 2 0,33 
2/56 | 8 | 10 1,25 2 0,4 
3; 5 | 9 | 10 | 10 1 0,5 
t | 5 8 | 10 | 1,25 2 0,35 
5 5 8 10 | 41,25 2 0,35 
6|5 | 8 | © | 425 2 0,45 
a 8 10 =|) 1,25 2 0,4 
8 | 5 . i | 12 ; 2 | Oo 
y 5 9 |}; 2 | 10 +} 1 | 0,6 
Te 9 2 | 40 | 4 | Og 


Hier wurden also die besten Ausbeuten erhalten, je reiner 
das Himin war — bei Versuch 9 und 10 wurde Acethamin 
resp. aus Blutkérperchen vom Rinde gewonnenes Morner-Hamin 





') Inaug.-Diss., Borna-Leipzig bei R. Noske 1905, S. 66. Die Art 
und Weise der Oxydation ist auch Liebigs Ann., Bd. CCCXLVI, S. 24, 
sowie Ber. d. Deutsch. chem, Ges., Bd. XXXV, S. 2953, beschrieben. 
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verwendet —, in je kiirzerer Zeit sich die Aufnahme der Chrom- 
siure vollzog und je geringer ihre Menge war. 
Tabelle II. 


Oxydation von «saurem Hamopyrrol>. 








Phos-  Dauer der| Menge | Dauer der Ausbeute 
‘Hamin phonium- | an 
Nr. | Coen | Reduktion der Chrom-| Qxydation |»... 
jodid i _ Rohimid 
| siure | 
g | g _ Minuten Tage | g 





August 1906. 





1 | 5,5 10 12 | 1,05 2 | 0 
2 | 5) 10 | 12 | 0.9 2 | 0,3 
3 5,5 10 12 | 0,7 | 2 | 0,15 
4 | 55 10 2 | os | 4 03 
5 | 55) 10 12 | os | 4 0,25 
6/55) 10 | wt | 10 | 4&4 | Of 

55; 10 | t2 | 140 | 4 | O66 

55) 10 | 12 | Of | 1 | Of 
9 | 55}; 10 | 10 (08 | 9 | 03 
10 | 55 1 | 1 | O7 | 4 9,2 

Mirz 1907. 

5 | 55 | 10 20 | O9 | 8B | 02 
6; 55; to | 12 | 18 | 6 | Of 
7 | 55 |} 10 15 10 | #3 | og 
8 | 55 | 10 | 12 | 1,2 | 3 | 0,39 
9 | 55 | 10 22 | 14 2 | 0,32 
10 | 55 | 0 | 0 | 42 2 | Ot 


Bei diesen Versuchsreihen stieg also die Menge des Roh- 
imids, das in allen Fallen nach einiger Zeit krystallinisch wurde, 
und zwar trat die Krystailisation bei Verwendung runder Schalen 
am ehesten ein, mit der Menge der verbrauchten Chromsiure. 
Die Dauer der Oxydation hatte insofern keinen EinfluB, als auch 
ein vier- bis sechstigiges Zuwarten, ob die zuletzt hinzuge- 
fiigte Menge Chromsaure von 0,1 g noch verbraucht wiirde, 
die Ausbeute an Rohimid scheinbar nicht verringerte, wenn nur 
mit der Oxydation des Hamopyrrols sofort nach der Herstellung, 
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im gegebenen Falle also sogleich nach dem Verdampfen des 
zur Extraktion benutzten Athers begonnen wurde.) Die Oxy- 
dation des «basischen Himopyrrols», die bei meinen Versuchen 
leider erst einige Zeit nach der Isolierung in Angriff genommen 
wurde, hat lediglich aus diesem Grunde schlechtere Resultate 
in bezug auf die Ausbeute an Rohimid ergeben. 

Nach genauer Durchsicht meiner Versuchsprotokolle mut} 
ich also die in meine letzte Mitteilung?) aufgenommene Notiz, 
wonach sich das saure Himopyrrol <glatter» oxydieren lasse 
als das basische, dahin berichtigen, da eine glatte Oxydation 
nur bei méglichst schneller Verarbeitung des hergestellten Himo- 
pyrrols zu erreichen ist. Andernfalls bilden sich viele harzige 
Produkte, die nach der Entfernung der als LO6sungsmittel wahrend 
der Oxydation dienenden Essigsiure *) durch Abdestillation unter 
vermindertem Druck bei der Aufnahme in lauem Wasser zuriick- 
bleiben, wiihrend das Rohimid hier mit dem Chromiacetat in 
Lisung geht (Tab. IID). 

Die Vermutung, dafi im Hiimopyrrol ein Gemisch vorliege. 
wurde aber hauptsiichlich dadurch hervorgerufen, daB bei einem 
Versuch*) aus dem Destillat nach der Oxydation und nach der 
Entfernung der aus alkalischer Lésung in den Ather gehenden 
Anteile, d. h. des Rohimids, auch noch aus der sauer gemachten 
Lisung eine iitherlésliche Saure zu gewinnen war, die sich als 
Hiimatinsiiure erwies. Daraus konnte geschlossen werden, dali 
im Destillat aufer Hamopyrrol ein Korper vorhanden war, der 


') Hierbei erhilt man als Riickstand ein Gemisch von Essigsiure 
und saurem Hamopyrrol, der nun gewohnlich noch mit 20 - 30 cem 75° oiger 
Essigsiiure vermischt wurde, ehe der Zusatz der 10°/oigen Chromsiure- 
losung erfolgte. Es wurde also bei den in die Tabelle II aufgenommenen 
Versuchsreihen beziiglich des Haimopyrrols wie der Essigsaure in vie! 
hdherer Konzentration gearbeitet wie bei der ersten Versuchsreihe. Hie: 
bewirkten denn auch die ersten Tropfen der Chromséurelésung eine merk- 
liche Steigerung der Temperatur. 

*) Ber. d. Deutsch. chem. Ges., Bd. XL, S. 2020. 

3) Der Riickstand, den die itherischen Ausziige aus dem alkalisch 
gemachten Destillat hinterliefen, wurde bei jedem Versuch mit etwa 40 ccm 
75°/oiger Essigsiure aufgenommen. 

‘) Liebigs Annal. der Chemie, Bd. CCCXLYI, 8S. 5/6. 
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einer unvollkommenen Reduktion des Hamins sein Entstehen 
verdankte. Um dieses Zwischenprodukt, das voraussichtlich noch 
Sauerstoff enthalten muBte, zu fassen, habe ich das abgeblasene 
Hamopyrrol zunichst einmal in verdiinnter Saure aufgefangen, 
und diese Lésung zur Entfernung der sauren Anteile mit Ather 
extrahiert, worauf dann die Lésung alkalisch gemacht und von 
neuem ausgeithert wurde. Nun ging hierbei aus der sauren 
Losung neben Essigsiure!) ein Korper vom Charakter des Himo- 
pyrrols in den Ather iiber, den ich kurz als «saures Hiimo- 
pyrrol» bezeichnet habe, aus der alkalischen ein KoOrper mit 
ganz iaihnlichen Eigenschaften, das «basische Hamopyrrol», und 
zwar augenscheinlich in etwas gréferer Menge. 

Wurden die Bedingungen geindert, d. h. wurde das tiber- 
gehende Himopyrrol in Alkali aufgefangen, so ging weitaus die 
groBte Menge des Hamopyrrols bereits aus der alkalischen 
Losung in Ather iiber. Hier konnte nun die Konzentration der 
Lauge nach Beendigung der Destillation nicht berechnet werden, 
da, wie schon erwahnt, Essigsiure mit dem Haémopyrrol iiber- 
destilliert und zwar in wechselnden Mengen, jedenfalls war die 
Konzentration an Alkali nicht groB, und die sauren Eigenschaften 
des «sauren Hiimopyrrols» sind nicht ausgepragt genug, um 
ein bestindiges Salz zu bilden, was um so mehr ins Gewicht 
fallen wird, wenn der Koérper, wie anzunehmen ist, auch noch 
schwach basische Eigenschaften besitzt. 

Beim Auffangen des Destillats in Schwefelsaéure aft sich 
die Konzentration aber annahernd berechnen, da ja die Essig- 
siure durch den Ather entfernt wird, und da zeigt sich denn 
auch ein Unterschied, insofern als bei hédherer Konzentration 
der vorgelegten Siure weniger «saures Hamopyrrol» erhalten 
wird, als bei stirkerer Verdiinnung (vgl. Tabelle IV und V). 

Demnach reichen auch die basischen Eigenschaften des 
«basischen Hiimopyrrols» nicht aus, um mit der Schwefelsaure 
ein bestindiges Salz zu bilden, auch dieses Salz ist hydrolytiscl 
spaltbar, und die Spaltung wird einmal mit steigender Ver- 
diinnung zunehmen und dann auch von neuem erfolgen, sobali 
der freie Teil des Himopyrrols durch den Ather entfernt worden 


') Vgl. die Anm. S. 538. 
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ist. In der Tat ist die Extraktion der sauren Lisung des Himo- 
pyrrols durch Ather nicht zu Ende zu fiihren, 1) sie wurde ab- 
gebrochen, sobald der Ather anscheinend nur noch Spuren von 
Haimopyrrol wegnahm. 


Tabelle IV. 


Dauer der Destillation mit Wasserdimpfen 1 Stunde. 


(August 1906). 








| 





j 
' 
i 

















Menge | Menge der| Konzen- Chromsiure*) | \onge des 
des | Schwefel- | tration der | verbraucht zur | “ 
am Destillats*) siiure | Schwefelsdure ae _ a 
| S.-Haimopyrrols | ae 
ccm | g 9 g PYF 
: : 
1 490 | 36 _— ca. 84 1,05 0,55 
2 40 | 45 | 10 0,9 0,9 
3 400 | 36 9 0,7 0,6 
4 620, 36 | 5,8 0,8 0,5 
5 300 | 36 12 0,8 0,5 
6 | 490 | 36 | 7 1,0 0,6 
7 440 | 86S 8 1,0 0,6 
8 450 | 36 | 8 2 0,35 
9 | 375 | 36 9 0,8 2 
10 ? | 36 | 2 | (),7 0,4 
Tabelle V. 
Dauer der Destillation mit Wasserdimpfen 1'/s—2 Stunden. 
(Marz 1907). 
5 | 1100 | 45 41 0,9 0,7 2 
1009 an 45 1,3 0,45 
7 720 | 36 | 5 | 10 0,25 
8 680 | 36 53 1,2 0,9 (2) 
9 650 | 36 | 5,5 | 1,1 0,67 
10 820 36 | 44 | 1,2 0,45 














*) Bei der Versuchsreihe vom August 1906 geniigte 3malige Aus- 
schiittelung, bei der vom Mirz 1907 wurde 5—9mal extrahiert. 

*) Einschlieflich von 100 ccm, welche die vorgelegte Schwefel- 
sdure enthielten. 

*) Da die Menge Chromsiure nach Tabelle II und III etwa mit der 
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Da nun die Ausbeuten an Hamopyrrol noch durch andere 
Faktoren beeinflubt werden,!) auf die ich noch zu _ sprechen 
komme, glaube ich, wie gesagt, aus obigen Resultaten schlieBen 
zu diirfen, daf mit steigender Verdtinnung mehr saures Hiimo- 
pyrrol erhalten wird, d. h. daB sich alsdann diesen Teilen be- 
reits «basisches Héimopyrrol» beimischt. 

Von einer vollstindigen Trennung der beiden Himopyrrole 
ist also jedenfalls nicht zu sprechen, und so kann es schon 
aus diesem Grunde nicht tiberraschen, daB beide Hamopyrrole 
bei der Oxydation ein und dasselbe Imid geben. Doch ist auch 
die Annahme erlaubt, daf sich die beiden Hamopyrrole durch 
den Wasserstofigehalt unterscheiden, d.h. daf wir es im «sauren> 
mit einem Pyrrol, im «<basischen» mit einem Pyrrolin zu tun 
haben.?) Das gesuchte Zwischenprodukt ist in ihnen nicht ent- 
halten, auch nicht in der von den Hiimopyrrolen durch Ather 
befreiten Fliissigkeit, wenigstens ergab eine Untersuchung in 
dieser Richtung keinerlei Anhaltspunkte. Ferner wurde bei den 
neuen Versuchsreihen Haématinséure unter den Oxydationspro- 
dukten der in das Destillat gegangenen Korper nicht wieder 
aufgefunden. 3) 

Was nun die Ausbeuten an den Hamopyrrolen_ betrifft, 
so sei zuniichst erwihnt, dafs bei mehreren Versuchen, die in 
Druckflaschen angestellt wurden, nur sehr geringe Mengen dieser 
fliichtigen Reduktionsprodukte erhalten wurden, die besten Aus- 
beuten an basischem Hamopyrrol (0,6 g) und zugleich am Roh- 
imid aus dem sauren Hiémopyrrol (0,45 g) wurden beim Ver- 
such 7 vom August 1906 erhalten.*) Aufer einer vollkommenen 


Menge des sauren Himopyrrols korrespondiert, dessen Gewicht wegen 
der beigemengten Essigsiure nicht festgestellt werden kann, gebrauche 
ich sie als Mafistab fiir die Quantitaét dieses Kérpers. 

\) Vgl. die Notiz auf S. 543 tiber den Zusammenhang mit dem 
1. Nebenprodukt. 

*) Ein Pyrrolidin kann wegen des Ergebnisses der Oxydation nicht 
in Betracht kommen. Vgl. auch Seite 547—549. 

’) Dafiir wurde sie jetzt an anderer Stelle beobachtet, vgl. S. 544. 

‘) Vgl. die Tabellen II—IV; die Gesamtausbeute an Hamopyrrol 
diirfte hier also die friiher auf 0,7 g geschitzte Menge erheblich tber- 
schr.tten haben. 
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Reduktion durch das Phosphoniumjodid, die tibrigens immer 
erreicht wurde, scheint nach allem namentlich die Art und 
Weise von Einflub zu sein, auf welche die Neutralisation der 
zum Lésen und zur Reduktion des Hiimins benétigten Essig- 
siiure und des Jodwasserstoffs bewirkt wird. Die ersten Anteile 
der hierzu notigen Natronlauge und zwar 50 cem einer 40- 
volumprozentigen Lauge wurden bei dieser Versuchsreihe in 
das mit 200 ccm eiskaltem Wasser verdiinnte und bis auf 3° 
abgekiihlte Reduktionsgemisch in 5 Portionen mit der Vorsicht 
eingetragen, dal} die Temperatur nicht tiber 10° stieg, welche 
Prozedur etwa 40 Minuten in Anspruch nahm. Es bildet sich 
hierbei eine nie ganz zu vermeidende roétliche Abscheidung, 
wihrend bei erheblicher Erwairmung starke Verharzung eintritt, 
die sich noch steigert, sowie mit dem Durchblasen von Wasser- 
dampf begonnen wird, was jetzt, nachdem die Jodwasserstoff- 
siure neutralisiert ist, sofort geschieht.!) Wahrend der Destil- 
lation, die im ganzen eine Stunde dauerte, wurden dann noch 
110 ccm der Lauge tropfenweise hinzugegeben. Die Reaktion 
des Kolbeninhaltes war nach 45 Minuten, als 95 ccm zugetropft 
waren, noch sauer, bei Beendigung des Versuches war sie al- 
kalisch. Die Menge des Destillates betrug 450 cem, wobei 90 ccm 
verdiinnte Schwefelsiure, die sich in der Vorlage befanden, 
mitgerechnet sind, der Wasserdampfstrom war also ein ziemlich 
méfiger gewesen.?) Nun folgt, wie schon erwahnt, zuniichst 


') Zur Reduktion des Himins (5 g) werden verwendet 100 g 

ca. 70°%oige HJ = 21,8 g NaOH, 

zur Lisung des Himins werden verwendet 100 g Eisessig 

== 66,7 °/o NaOH, 
man braucht also ca. 88,5 g NaOH zur Neutralisation. Verwendet wurden 
50 + 95 + 15 ccm Lauge = ca. 65 g NaOH, demnach miissen ca. 34 g 
Essigsiure iiberdestilliert sein. In der Tat wurden bei einem Versuch 
zur Neutralisation des Destiilats 125 ccm 15°/oiges NaOH gebraucht, was 
ca. 28 g Essigsiure entspricht. Man kann also sagen, dafs bei der ge- 
wahlten Anordnung die Essigsdure bis zu einem Drittel abdestilliert. 

*) Leider wurden bei dieser ganzen Versuchsreihe die Mengen der 
Nebenprodukte nicht genau bestimmt, so dafi der auf Seite 542/3 erwahnte 
Zusammenhang zwischen diesen und den Haimopyrrolen hier nicht fest- 
gestellt werden konnte. 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. LV. 37 
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die Extraktion des sauren Hiimopyrrols, nach Herstellung alka- 
lischer Reaktion, was natiirlich erst nach starker Abkiihlung 
erfolgte, alsdann die des basischen. 

Ich méchte nun noch einmal auf die Beobachtungen zuriick- 
kommen, auf denen mein Festhalten an der Ansicht von der 
Existenz zweier verschiedener Himopyrrole beruht, auch nach 
der Erkenntnis, dafB beide ein und dasselbe Oxydationsprodukt 
geben. Die als saures (S) und basisches (A) Hamopyrrol von 
mir bezeichneten Kérper miissen sofort bei der Reduktion des 
Hiimins entstanden sein und k6énnen sich nicht erst wiihrend 
der Destillation oder durch die Einwirkung der vorgelegten Siéure 
oder Base das eine aus dem andern gebildet haben, weil 

1. fast das gesamte S-Hamopyrrol in den zuerst tiber- 
sehenden Anteilen des Destillats zu finden ist, die letzten 
Fraktionen geben aus saurer Lésung nur wenig Substanz an 
Ather ab, wohl aber noch reichliche Mengen von A-Hiimo- 
pyrrol. !) 

2. das S-Haimopyrrol dann am reichlichsten erhalten wird, 
wenn die wihrend der Destillation in den Kolben fliefende 
Lauge sehr allmihlich eingetragen wird; macht man den Kolben- 
inhalt gleich alkalisch, so wird vornehmlich das S-Hémopyrrol 
am Uberdestillieren gehindert, und es treten dann reichlichere 


Mengen von Harz auf. 
3. das A-Hiimopyrrol dann in bester Ausbeute erhalten 


wird, wenn die Reaktion des Kolbeninhalts ganz zum Schluf 
der Destillation alkalisch wird. 

4. aus dem sauren Destillat neben dem S-Hamopyrrol auch 
A-Hiimopyrrol in Ather iibergeht und zwar in um so gr6Berer 
Menge, je schwicher die Konzentration der vorgelegten Saure ist. 

Die letzte Beobachtung kénnte natiirlich auch so gedeutet 
werden, daf sich das S-Haimopyrrol unter der Einwirkung der 
Siiure in das A-Hiimopyrrol umwandelt und zwar um so rascher, 
je konzentrierter die Siure ist. Doch hat diese Annahme fiir 
mich wenig Wahrscheinlichkeit, namentlich kénnen mich die 





‘) Bei diesen Versuchen miissen gleiche Mengen des Destillats, 
also z. B. 200 ccm in gleichen Saiuremengen aufgefangen werden. 
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neueren Resultate Marchlewskis,!) wonach durch die Ein- 
wirkung von Siuren eine Verdnderung des Himopyrrols vor 
sich geht, die es unfiihig machen, mit Benzoldiazoniumchlorid 
einen Azofarbstoff zu geben, nicht von der Einheitlichkeit des 
Hiimopyrrols iiberzeugen. Marchlewski bekommt niimlich aus 
den Teilen des Hiaimopyrrols, die in der Siiure gelést bleiben 
—— also aus meinem A-Himopyrrol — bei der Einwirkung von 
Benzoldiazoniumchlorid einen anderen Azofarbstoff als aus 
den Teilen, die sich aus saurer Liésung mit Ather ausschiitteln 
lassen, also dem S-Hamopyrrol. Letzteres ergibt braune, schwer 
ldsliche Nadeln, jenes orangegefiirbte, namentlich in Alkohol 
leicht lésliche Nadeln. Bei der Verarbeitung des Gesamthimo- 
pyrrols werden die letzteren demnach immer in der alkoholisch- 
iitherischen Mutterlauge geblieben sein, und das Gewicht der 
braunen Nadeln (ca. 0,55 g) darf demnach nur dem S-Hiimo- 
pyrrol entsprechen, was auch mit den Ausbeuten an Imid aus 
diesem Korper (z. B. 0,45 g) insofern iibereinstimmt, als diese 
Menge ca. 0,4 g Hamopyrrol entspricht, aus denen 1,15 g Azo- 
farbstoff, also die doppelte der von Marchlewski erhaltenen 
Menge hervorgehen kann,?) ohne dafs das A-Hiimopyrrol in 
Reaktion zu treten braucht. 

Dai nun das S-Haémopyrrol sich unter dem Einfluf der 
Siure polymerisiert *) oder eine sonstige Veranderung erleidet, 
die es zur Verbindung mit Benzoldiazoniumchlorid ungeeignet 
macht, wiihrend es bei der Oxydation immer noch das Imid 
gibt, ist eine zweite Reaktion, die ganz erklarlich ist, aber nicht 
als Beweis fiir die Einheitlichkeit des Himopyrrols herangezogen 


werden kann. *) 





1) Diese Zeitschrift, Bd. XLV, S. 182, Bd. XLVII, S. 331, Bd. LI, 
S. 464, Bd. LIV, S. 51. 

2) Ich habe bei dieser Berechnung das Molekulargewicht des Himo- 
pyrrols zu 123, das des Imids zu 139, das des Azofarbstoffs qu 353,5 
angenommen, den Formeln C,H,,N, C,H,O,N und C,,H,,N,Cl entsprechend. 

5) Vgl. Dennstedt-Voigtlander, Ber. d. Deutsch. chem. Ges., 
Bd. XXVII, S. 476. Das <Tripyrrol> ist ebenfalls noch in Ather léslich. 

‘) Ich irre mich wohl nicht, wenn ich aus Marchlewskis Be- 
schreibung entnehme, dafi auch nach der Behandlung mit Saduren noch 
ein Pyrrol vorhanden ist, das aus der sauren Lisung in Ather ibergeht, 


37* 
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Bei der Oxydation geben nun beide Hamopyrrole neben 
harzigen Stoffen das Imid der Methyliéthylmaleinséure, das steht 
fest, und dies Ergebnis steht in vollkommenster Ubereinstimmung 
mit meinen bisher eriibrigten Resultaten, die in befriedigendster 
Weise erginzt werden. Ging aus diesen hervor, dafi das Himo- 
pyrrol ein BB‘-substituiertes Pyrrol sein miisse,!) so ist nun- 
mehr auch die Art der Substituenten festgelegt. Ubrigens blieb 
fiir das Haimopyrrol gar kein anderes Formelbild tbrig als das 
eines BB‘-substituierten Pyrrols, sobald ein Zusammenhang mit 
den in ihrer Konstitution aufgeklairten Héamatinsauren ange- 
nommen wurde, wie das bisher stets und zwar zuerst von 
Nenecki geschehen ist. 

Marchlewskis Resultate gestatten dagegen nur den Riick- 
schluB, dal} das Hiimopyrrol kein trisubstituiertes Pyrrol sein 
kann, da es sich mit zwei Molekeln Benzoldiazoniumchlorid 
verbindet. 

Nachdem nun aber festgestellt worden ist, dali beide Hi- 
mopyrrole bei der Oxydation Methylithylmaleinimid liefern, ist 
es sicher bewiesen, dafi im Haimopyrrol entweder ein 6B‘-Methyl- 
iithylpyrrol resp. -pyrrolin zu suchen ist oder ein aB-Dimethyl- 
8’-iithylpyrrol resp. -pyrrolin, deren a-staéndige Methylgruppe bei 
der Oxydation eliminiert wird, wie af-Dimethylpyrrol nach 
Planchers Versuchen Citraconimid liefert.?) 

Nur die letztere Annahme wiirde mit der bisher fiir das 
Himopyrrol gebrauchten empirischen Formel C,H,,N im Ein- 
nur geht es mit Benzoldiazoniumchlorid keine Verbindung mehr ein. Daf 
durch die Behandlung mit Saéuren ein aitherunldslicher, also dem Pyrrolrot 
entsprechender Kérper sich bildet, habe ich wenigstens mie beobachtet. 
Mit meiner Auffassung, daf§ das A-Hamopyrrol ein Pyrrolin, das S-Hamo- 
pyrrol ein Pyrrolderivat sei, stimmt auch Marchlewskis Beobachtung, 
daf nur das letztere sich unter dem Einfluf§ von Sauren rasch polymerisiert, 
ersteres gibt eben als starkere Base zunichst ein Salz (vgl. exp. Teil). 

') Diese Zeitschrift, Bd. XLV, S. 180 (1904) dufhert sich March- 
lewski dahin, dafi es noch nicht bewiesen sei, ob Himopyrrol ein Bp’- 
substituiertes Pyrrol ist und ob in ihm 2 Alkylgruppen vorhanden sind. 

*) Wenn das A-Haimopyrrol z. B. ein trisubstituiertes Pyrrol ware, 
wiirde Marchlewskis Notiz, wonach in den bei der Einwirkung von 
Benzoldiazoniumchlorid auftretenden gelben Nadeln ein Mono azoprodukt 
vorliegt, an Wahrscheinlichkeit gewinnen. 
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klange stehen, die, wie schon erwihnt, nur aus Analysen von 
Derivaten abgeleitet wurde. Uns ist es bisher nicht méglich 
gewesen, das pikrinsaure Salz zu analysieren: als wir glaubten, 
es in Hiinden zu haben, trat beim Trocknen im Vacuum oder 
beim Versuch, es umzukrystallisieren, vollkommene Zersetzung 
ein. Und auch die Analyse der Sublimatfallung gab bei einigen 
neueren Praparaten nicht den berechneten Quecksilbergehalt. 
Das basische Hiimopyrrol direkt zu analysieren, haben wir ver- 
sucht, dabei aber auch keine brauchbaren Werte erhalten. Ich 
mufi es somit vorerst dahingestellt sein lassen, welche der oben 
angeftihrten Korper im Haémopvrrol zu suchen sind, und wende 
mich zu der wichtigen Frage, ob das von uns erzielte Resultat 
mit der Annahme in Einklang zu bringen ist, wonach es die- 
selben Komplexe des Hamins sind, welche bei der Oxydation 
die Hamatinsdure, bei der Reduktion die Hamopvrrole geben. 
Das ist nunmehr nur noch unter einer Bedingung méglich, wie 
ein Blick auf die Formeln lehrt: 


HC HC. J CH, HC. 
C =CH C -- CH COOH C—CO 
| > NH | > NH | > NH 
H,€ C = Ci H,C C — CH, H,C C —CO 
‘ ‘ # hp, 
H,C H,C H,C 
6B’-Methylathylpyrrol aB-Dimethyl-p’-athyl- Imid der Hamatinsaure 
C,H, .N pyrrolin C,H,,N C,H,O,N 


wenn naémlich bei der Reduktion zum Hamopyrrol ein Kohlen- 
stoffatom der f-standigen Gruppen abgesprengt wird. Die ein- 
fachste Annahme, dafi dieses Kohlenstoffatom im Hamin als 
Carboxylgruppe vorhanden ist, die sich in der Hamatinsaure 
wiederfindet und bei der Destillation derselben ja auch abge- 
spalten wird, wobei bekanntlich ebenfalls Methylathylmalein- 
siureimid entsteht, hat etwas Bestrickendes, auch glaubte Herr 
Fuchs!) aus einigen Beobachtungen folgern zu kénnen, dab 
sie zu Recht bestehe, ja daf im S-Himopyrrol eine Carbonséure 
vorlage und dafi daraus das A-Hamopyrrol durch Abspaltung 
von Kohlendioxyd entstehe. Nehmen wir auBerdem an, dab ein 
a-stindiges Kohlenstoffatom dieses Komplexes mit einem ein- 





') Vgl. dessen Dissertation, Tubingen 1907. 
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zelnen Kohlenstoffatom verbunden ist, das den Zusammenhalt 
mit dem zweiten Komplex des Hiémins herstellt, so kinnte dieses 
sehr wohl bei der Oxydation weggesprengt werden, bei der 
Reduktion aber dem Himopyrrol verbleiben, so dafs ein in der 
a-Stellung methyliertes Pyrrol entstehen wiirde. Wahrend nun 
aber nach meiner Ansicht nichts dagegen, einiges sogar dafiir 
spricht, daB im Haémin Carboxylgruppen vorgebildet sind, ist 
die einzige Stiitze fiir die soeben geschilderte einfachste An- 
nahme der einmalige Befund von Hamatinséure unter den durch 
Oxydation der fliichtigen Anteile entstehenden Produkten; eine 
genaue Priifung, die ich mit Herrn Dr. Lacour zusammen aus- 
gefiihrt habe, lief uns — gegen unsere Hoffnung — nur die 
Gewifheit, dab bei allen Operationen zur Herstellung von Hamo- 
pyrrol aus Hiimin eine Abspaltung von Kohlendioxyd nicht eintritt. 
Zuniichst konnte einmal bei der Reduktion durch Jodwasser- 
stoff und Jodphosphonium eine solche nicht beobachtet werden. 

Versuch 1. 5 g Dehydrochloridhimin wurden mit 50 ccm 
Eisessig und 52 ccm Jodwasserstoffsiure (spez. Gew. 1,96) 
48 Stunden unter wiederholtem Umschiitteln bei Zimmertem- 
peratur digeriert, wobei eine sichtbare Gasentwickelung nicht 
zu beobachten war. Dann wurde die Luft aus dem Kolben 
durch Wasserstoff verdrangt und das Phosphoniumjodid durch 
eine weite Glasrdhre in kleinen Portionen eingetragen. wobei 
auf dem Wasserbade erwirmt wurde. Die entweichenden Gase 
wurden durch einen RiickfluBbkihler, der in die dritte Bohrung 
des den Kolben schlieBenden Stopfens eingesetzt war, zunachst 
in eine Lésung von Pikrinsaure in Benzol geleitet, worauf sie 
eine zweite Vorlage mit Barytwasser passierten. 

Dieses triibte sich wihrend der ersten Viertelstunde, in 
der das Eintragen des Jodphosphoniums erfolgte, leicht,!) eine 
weitere Abscheidung trat aber weder bei 10stiindigem Er- 
hitzen im Wasserbade noch dann ein, als weitere 5 Stunden 
im Sandbade erhitzt wurde. 

Versuch 2. Nachdem festgestellt war, dai bei der Re- 
duktion des Hiimins eine Abspaltung von Kohlendioxyd nicht 
erfolge, wurde beim 2. Versuch darauf geachtet, ob beim Ab- 


') Bei einem zweiten Versuch trat keine Triibung ein. 
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blasen des Himopyrrols mit Wasserdampf eine solche eintriite. 
Zu dem Zweck wurde in das reduzierte Gemisch nach dem 
Verdiinnen mit eiskaltem Wasser die zur Neutralisation der 
Essigsiiure und des Jodwasserstoffs nicht ganz ausreichende 
Menge Kalilauge unter starker Kiihlung langsam eingetragen, 
die hierbei auftretende Kohlenséure, welche aus der Lauge 
stammt, durch einen Wasserstoffstrom verdrangt, und dann 
Wasserdampf hindurchgeblasen. Das Destillat wurde unter Ather 
in Barytwasser aufgefangen, eine Abscheidung von Carbonat 
aber nicht beobachtet. 

Danach tritt also weder bei der energischen Reduktion 
durch Jodwasserstoff und Jodphosphonium, noch beim Abblasen 
des frei gemachten Hamopyrrols eine Abspaltung von Kohlen- 
dioxyd ein, und demzufolge ist entweder sowohl die Methyl- 
wie die Athyl- resp. die Vinylgruppe in dem Teil des Hiimins, 
der das Himopyrrol liefert, vorgebildet!) und dann kann es 
nicht derselbe Komplex des Hiéiminmolekiils sein, der bei der 
Oxydation die Hiimatinséuren, bei der Keduktion die Haémo- 
pyrrole liefert, oder die beiden genannten Alkylgruppen bilden 
sich unter Absprengung?) eines sie verbindenden Kohlenstoff- 
atoms, das vielleicht als Ameisensiure resp. Methylalkohol eli- 
miniert wird, und wir kommen wieder zu einer Formulierung 
dieses Komplexes als einer dihydrierten Isoindolgruppe °) fiir deren 
Dasein ich schon friiher plidiert habe. 





1) Unter den Spaltprodukten des Eiweifies finden wir das gleich- 
zeitige Vorkommen einer Methyl- und einer Athylgruppe in der BB-Methyl- 
athyl-a-aminopropionsdure Ehrlichs, in der allerdings beide Alkyle an 
einem Kohlenstoffatom haften. Eine Vinylgruppe finden wir z. B. im 
Cholesterin (Windaus, Arch. d. Pharm., Bd. CCXLYI, S. 131, hier ist 
auch eine Zusammenstellung anderer Naturprodukte mit einer Vinylgruppe 
gegeben). 

?) Bei der Reduktion einer vorhandenen Carboxylgruppe mite 
Methylpropylpyrrol entstehen. Mdéglich wire sonst auch eine solche 
Wirkung der reduzierenden Agenzien, vgl. E. Lellmanns Prinzipien der 
org. Synthese, Seite 131. 

*) Ber. d. D. bot. Ges., Bd. XV, S. 201, werden von Curtius und 
Reinke reduzierend wirkende fliichtige Substanzen der griinen Blatter 
als Aldehydalkohole des nicht vollsténdig hydrierten Benzolkernes auf 
Grund der Analyse der Kondensationsprodukte mit m-Nitrobenzhydrazid 
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Nun sollten aber auch die Mengen der Haimatinsiiure und 
der Himopyrrole, welche bisher im besten Falle erhalten wor- 
den sind, wenigstens ungefahr korrespondieren, wenn beide 
Produkte derselben Masse des Hamins, sind. Das ist aber durch- 
aus nicht der Fall. 7 

Ich muf zunichst einschalten, dafi die Himopyrrole als 
leicht verainderliche Korper natiirlich viel schwieriger ihrer 
Menge nach zu schiitzen sind als die Hamatinséuren und zweitens, 
dafi ganz offenbar mit den Hamopyrrolen ein KOrper in Be- 
ziehung steht, der sich nicht mit Wasserdimpfen verfliichtigt, 
und nach dem Abblasen der Himopyrrole sich abzuscheiden 
beginnt, sobald der sauer gebliebene Inhalt des Destillations- 
kolbens in einer flachen Schale der Luftwirkung ausgesetzt 
wird.!) Die Mengen dieses 1. Nebenprodukts wechseln mit den 
Ausbeuten an Hiimopyrrolen, d. h. sie werden grof8er bei schlech- 
ten, sie treten zuriick bei guten. (Vgl. Tabelle VI.) 

So darf man wohl diesen Korper als eine Vorstufe der 
Hiimopyrrole betrachten und seine Menge mit in Betracht 
ziehen, wenn man den Anteil des Hamatinmolekiils ermitteln 
will, welcher fahig ist, Haémopyrrol zu liefern, ganz ahnlich 
wie zur Berechnung der Gesamtausbeuten an Hamatinséuren 
auch die Produkte mit herangezogen werden k6nnen, die augen- 
scheinlich mit ihnen im Zusammenhange stehen.?) 

Im besten Fall wurden also von beiden Produkten zu- 
sammen 1,58 g und zwar aus 5,5 g Haémin erhalten, das sind 
rund 30°/o des Hiimins, und da die Korper durch eine Re- 
duktion, also vielleicht unter Wegnahme von Sauerstoff zu- 
niichst entstehen, da ferner Gewichtsverluste unvermeidlich 
erscheinen, so darf wohl angenommen werden, daf} wahrschein- 


angesehen. Hier liegen stickstofffreie Produkte vor, die augenscheinlich 
mit der Hiimatinsiure, also auch mit dem Haimin und mit dem Chloro- 


phyll in naher Beziehung stehen. 

': Bleibt die Reaktion alkalisch, so tritt keine Abscheidung ein, 
eine Oxydation findet aber ebenfalls statt und laf{t sich daran erkennen, 
dafi zur Neutralisation um so geringere Sauremengen notig sind, Je 
linger die Einwirkung des Luftsauerstoffs gewihrt hat. 

*) Diese Zeitschrift, Bd. XLIV, S. 399. 
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lich die Halfte des Haminmolekiils in Himopyrrole iiberfiihr- 
bar ist. 
Tabelle VI. 
Zusammenhang zwischen Himopyrrol und dem ersten 
Nebenprodukt. 


Versuche vom Marz 1907. ') 











| A-Haémo- S-Hamo- | Gesamt- | 1. Neben- 
Nr. | pyrrol | pyrrol?) | haimopyrrol | produkt | Summe 
| g | g | g | g | 
6 0,45 ca. 0,35 | ca.0,80 | 0,7 | 1,50 
7; O25 | 018 | 0,43 0.9 | 4931 
8 | ca.0,9 (2) 035 | ca.125 | O15 | 145 
9| o67 | 028 | 095 | 065 | 4158 
100, O45 0,27 | 072 | O8 | 15 


| 


Ganz anders liegt nun der Fall bei den Hiimatinsiuren ; 
wie ich friiher erwiihnte,*) darf behauptet werden, dai, wenn 
nicht 32, so doch jedenfalls 24 der 34 Kohlenstoffatome des 
Hémins in Komplexen enthalten sind, welche bei der Oxydation 
Hamatinsiiuren liefern kénnen. Das abt die Annahme zu, dab 
im Hamatin zweimal oder einmal eine Gruppe enthalten ist, 
die zwar in Haématinsdure, aber nicht in Hamopyrrol, und aufer- 
dem ein- oder zweimal eine solche enthalten ist, die sowohl 
in Haématinséure als auch in Himopyrrol tibergehen kann. +) 
Die einfachste Erklirung ftir ein solches Verhalten wiire dann, 
dafi in den ersteren ein nicht oder sehr schwer reduzierbarer 





1) Bei diesen Versuchen wurden zum Kolbeninhalt im ganzen 60 g 
NaOH geveben, es blieb also schwach saure Reaktion bestehen, vgl 8.535 
die Anmerkung. 

*) Berechnet aus der Menge des Rohimids durch Multiplikation 
mit 123/139, vgl. S. 537, Anm. 2). 

3) Diese Zeitschrift, Bd. XLIV, S. 399. 

4) Sollte meine Ansicht sich bestatigen, so wiirde die Tatsache, 
dafi ein Produkt, z. B. ein Pigment, bei der Reduktion kein Himopyrrol 
liefert (vgl. Spiegler, Hofmeisters Beitrage, Bd. X, S. 253, und Dom- 
browski, Diese Zeitschrift, Bd. LIV, S. 188) noch nicht zu dem Schlusse 
berechtigen, dafi der betreffende Kérper ein Hamatinderivat nicht sein kann, 
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Teil enthalten ist, und da kommt wohl lediglich die Carboxyl- 
gruppe in Betracht.'!) Diese Annahme und die aus ihr’ sich 
ergebende Folgerung gewinnt nun durch drei Beobachtungen 
an Wahrscheinlichkeit. 

1. Die bei der Reduktion zum Himopyrrol auftretenden 
Nebenprodukte?) saurer Natur, die nicht fliichtig sind, geben 
bei der Oxydation mit Chromsiéure siimtlich Himatinsaure, das 
eine derselben und zwar das bereits erwihnte, das als Vor- 
stufe des Himopyrrols anzusehen ist, in geringer Ausbeute 
(ca. 10°/o), ein zweites aber, das an und fir sich in grOberer 
Menge entsteht,*) gab reichliche Mengen (24°/o atherldsliche 
Rohsaure). 

2. Das Harz, dessen Auftreten bei der Reduktion des 
Hiimins zum Himopyrrol nicht ganz zu vermeiden ist und das 
sich wihrend der Wasserdampfdestillation zum Teil fest an die 
Kolbenwandungen ansetzt, zum Teil in kleinen Kliimpchen in 
der sauren Fliissigkeit schwimmt, so da seine mechanische 
Abtrennung keine Schwierigkeiten bereitet, liefert ebenfalls 
Hiimatinsiiure. Nachdem dieses Harz niimlich in Alkali gelodst 
und die filtrierte Lésung durch Schwetelséure gefallt worden 
war, wurde ein Filtrat erhalten, dem Ather ein wenig Haimatin- 
siiure entzog, sie konnte an ihrer Krystallform und auch daran 
erkannt werden, daf ihre Erdalkalisalze das typische Verhalten 
zeigten, also beim Erhitzen der wiisserigen LoOsung sich un- 
l6slich abschieden.*) Dieser Befund ist erst einmal gemacht 
worden, bei seiner Wichtigkeit will ich erst eine Bestatigung 
abwarten, ehe ich weitere Schliisse daraus ziehe. 

3. Bei der Oxydation des Himatins in essigsaurer LOsung 
bildet sich ein Teil der Himatinsiure bereits bei der Einwirkung 


') Vgl. Anm. Seite 541. 

*) Vel. Liebigs Annal. d. Chem., Bd. CCCXLYI, S. 8 9, Anmerkg. 

*) Das Gewicht desselben betrug bei meinen Versuchen im besten 
Fall 2,1 g, Herr Fuchs erhielt einmal sogar 2,6 g aus 5,5 g Hamin. 

*) Erhalten wurden 0,0608 g bei 110° getrocknetes Baryumsalz, 
welche 0,0455 g BaSO, gaben, also 44,04°o Ba enthielten, das sind aller- 
Bei der sehr geringen Menge bedingt aber jedes 


dings 2°. zu wenig. 
Milligramm einen Fehler von 1°. 
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von & Atomen Sauerstoff in der Kiilte.’)  Einstmals wurden 
hierbei 14°/o vom verwendeten Hiimatin iitherl6sliche Rohsiure 
erhalten.*) Grofere Mengen Hiimatinséure bilden sich erst bet 
stirkerer Kinwirkung des Oxydationsmittels in der Wiirme. 
Daraus folgt nun ebenfalls, da einmal ein Komplex im 
Hiimatin vorhanden sein mu, der sebr leicht in Hiamatinsiiure 
libergeht, und dann ein anderer, welcher schwieriger oxydabe! 
ist. Der letztere diirfte es sein, welcher auch Hamopyrro! 
liefert, gibt doch auch das Gemisch von Oxydationsprodukten, 
das nach der Kinwirkung von 12 Atomen Sauerstoff zurtick- 
bleibt, bei der Reduktion mit Jodwasserstoff und Jodphosphonium 
Hamopyrrol.*) Der erste kann aber nach allem entweder die 
Carboxylgruppe bereits enthalten oder sie durch Hydrolyse 
liefern, also einem der folgenden Formelbilder entsprechen: 


H,C HO 
| (; / 
COOH C=C HOC C=C 
\ NH oder | | NH 
CH, C=Ch HC | C=Ch 
/ o i 
CH, CH, 


Fiir diesen Teil der Molekel des Haimatins wiren dann 
Zwischenprodukte mit h6herem Molekulargewicht als die Himatin- 
séure nicht zu erwarten, wohl aber fiir den zweiten, und ich 
konnte bereits auf eine Siéiure hinweisen,*) die sich allem An- 
schein nach aus Hiimatinséure und Bernsteinséure zusammensetzt. 


') In alkalischer Lésung zerfallt das Hamatinmolekil schwieriger 
ubrigens im Gegensatz zum Bilirubin; ich folgere das allerdings nur aus 
einem Versuch, bei dem nach einer Analyse zu urteilen 4 Atome Sauer- 
stoff in Form von Natriumsuperoxyd glatt aufgenommen wurden. Die 
Zusammensetzung des Produkts entsprach der Forme] C,,H,,O,N,Fe rech! 
gut in Anbetracht des Umstandes, dafi nicht besonders gereinigtes Hama- 
tin zur Verwendung gelangte. 

0,2500 g Substanz gaben 0.5412 g CO,, 9.119 g H,O und 0,030 g Fe,0, 


0,2015 » > > 14 ccm N bei 17° und 745 mm B. 
3erechnet fiir C,,H,,0,N,Fe: °o C600 °.H4,71 °%oN #25 Fe 5.25 
Gefunden: 59.05 4.92 7.9 KS 


2) Diese Zeitschrift. Bd. XXVIII. S. 17. und Bd. XLIV. S. 396% 
3} Diese Zeitschrift, Bd. XLIV, S. 405 
*, Ber. d. Deutsch. pharm. Ges.. Bd. XVI. S. 397 
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Wiihrend also nach dieser Ansicht wenigstens ein Teil 
der Hiimatinsiiure aus gewissen Komplexen des Hiimatins durch 
eine erklirbare Oxydation entsteht, klafft zwischen Himatin 
und Himopyrrol, das erst bei ganz energischer Reduktion ent- 
steht, eine grobe Liicke, in der von charakterisierbaren Pro- 
dukten vorerst nur das Mesoporphyrin steht, das aber noch 
alle 34 Kohlenstoffatome des Hiimatins enthiélt und auch alle 
+ Sauerstoffatome des Hamins. Denn man darf wohl annehmen, 
dali es die beim Ubergang des Himins in Himatoporphyrin: 

C,,H,,0,N,FeCl +- 2 HBr +- 2 H,O = C,,H,,0,N, -+- FeBr,Cl 
in der Farbstoffmolekel erscheinenden zwei neuen Sauerstoff- 
atome sind, welche durch die zur Herstellung des Mesoporphyrins 
C,,H,.0O,N, erforderliche Jodwasserstoffsaure wieder reduziert 
werden. 

Gleichen sich doch Meso-, Himatoporphyrin und Hiimin 
darin, dafi sie alle drei Dialkylderivate geben, wahrend sich die 
ersteren vom Hiimin durch gleichzeitig vorhandene basische 
Eigenschaften unterscheiden. Mit diesen haben aber die neuen 
Hydroxyle des Himatoporphyrins nichts zu tun, es ist eben- 
sowenig wie das Hiimatin ein «Ammoniumderivat»>, wie aus der 
Zusammensetzung des salzsauren Salzes hervorgeht. 

Neben dem Mesoporphyrin stehen zwischen Hamin und 
Hiimopyrrol dann alle die Kérper, welche ich als Nebenprodukte 
hei der Darstellung des letzteren erhalten habe. Von ihnen 
lift sich bisher sehr wenig aussagen, jedes von ihnen diirfte 
wieder ein kompliziertes Gemisch verschiedener Korper vor- 
stellen. Sie diirflen aber ein kleineres Molekulargewicht be- 
sitzen als Hiimin, Meso- oder Hamatoporphyrin, da sie kein 
Absorptionsspektrum geben und im Gegensatz zum Hiamatin, 
das in alkalischer Liésung durch Pergamentpapier garnicht 
diffundiert und im Gegensatz zu den Porphyrinen, die in Form 
der Salze mit Siiuren sehr langsam diffundieren, verhiltnismabig 
rasch dureh eine Membran hindurchgehen. Daf alle diese 
Nebenprodukte bei der Oxydation wieder Hamatinsiure geben, 
erwiihnte ich bereits, es ist dieser Befund ein erneutes Zeichen 
fiir die grobe Wichtigkeit, welche dieser Sdure fiir jeden Teil 


des Hiimatins zukommt. 
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Beitrage zur Kenntnis des Himatins. ‘ 


Experimenteller Teil. 

I]. Der friiher') gegebenen Beschreibung der Methode zur 
Darstellung der Himopyrrole, die im voranstehenden Teil wieder- 
holt ergiinzt wurde,?) habe ich nur noch hinzuzuftigen, da bei 
Verwendung von Dehydrochlorid-Hiimin die Hailfte der fiir Hiimin 
gebrauchten Eisessigmenge zur Lésung des Farbstoffs im Verein 
mit der Jodwasserstoffsiure*) gentgt, entsprechend braucht 
man dann auch weniger Natronlauge zur Neutralisation. Hervor- 
heben méchte ich, dab ich die besten Ausbeuten an Hiimo- 
pyrrolen bei Anwendung eines mabigen Wasserdampfstroms 
erhalten habe, so daf in einer Stunde nur ca. 350 cem Destillat 
gewonnen werden, zum Ausschiitteln mit Ather also 450 ecm 
Fliissigkeit*) gelangen, die ca. 8°/o Schwefelsiure enthalten. 

Die saure LOsung wird dann 3—4mal mit je 200 ccm 
Ather ausgeschiittelt,5) der sich hierbei stark firbt; die Ex- 
trakte wurden dann sofort der Destillation unterworfen, so daf 
das im Laufe des Vormittags hergestelite S-Himopyrrol spiitestens 
am Nachmittag zur Oxydation gelangte. 

Nach mdoglichster Entfernung des S-Hiimopyrrols wurde 
dann unter starker Kiihlung mit der berechneten Menge Natron- 
lauge ganz allmahlich alkalisch gemacht, so dai der in der 
Fliissigkeit geliste Ather nicht entweicht, und dann das A-Hiimo- 
pyrrol extrahiert, wozu gewohnlich eine dreimalige Ausschiittelung 
mit je 200 ccm Ather ausreicht. Dieser iitherische Auszug aus 
der alkalischen Lésung war stets nur gelb gefiirbt, erst beim 
Abdestillieren des Athers, was nach dem Trocknen durch Na- 
triumsulfat erfolgte, trat stirkere Fiirbung ein und der Riick- 
stand erschien als ein braungelbes Ol, das sich beim Stehen 
im Exsikkator tiber Schwefelsiéure intensiv braunviolett firbte. 

') Ber. d. Deutsch. chem. Ges., Bd. XXXVII, 5S. 2472; Bd. XXXV, 
S. 2953; Liebigs Ann. d. Ch., Bd. CCCXLVI, S. 23. 

2) Vergl. S. 534/5. 

3) Diese allein bewirkt keine vollstandige Lisung. 

4) Einbegriffen sind 100 ccm verd. Schwefelsiure, welche 20 ccm 
konzentrierte Siéiure enthalten. 

5) Vergl. Tab. IV u. V, 5. 533; bei den Versuchen im August 1906 
nur dreimal; bei denen im Marz 1907 mufte 6—9mal ausgeschiittelt 
werden, Spuren von Hamopyrrol lésten sich dann immer noch. 














Das William Kister, 


1. Das von je emer Darstellung aus 5 g THiimin herrtihrende 
A-Hiimopyrrol!) wurde von Herrn Fuchs zu Analysen” ver- 
wendet, nachdem es in einem Platinsehiffehen eine Stunde im 
Vakuum getrocknet worden war. 


© Substanz gaben LOl67 g CO, und O38475 g HO 


bl 


{. O3645 


2 OAS > y , 41,25 com N ber (49 und 737.5 mm B, 
Berechnet fiir Gefunden: 
C,H,,N: C.H.,.N: CAHN: (C,H,N: 
» CC 7698 70,7 77.97 768 76,07 
Ho LO ,bo 11.7 10,63 12.0 10,67 
N 12.85 12.6 114 11,2 10,738 


2 Das von einem dritten Versuch stammende A-Hiimo- 
pyrrol wurde ino gut) getrockneter ditherischer L6sung nach 
Dennstedt®) mit gasformigem Chlorwasserstolf behandelt, wo- 
bei sich die Fliissigkeit zuniichst triibte; nach = zweitiigigem 
Stehen im Dunkeln hatte sich ein dickes dunkelrotes Ol abge- 
schieden, von dem der Ather abgegossen werden konnte. Nach- 
dem dann mit Ather noch nachgewaschen war, wurde das Ol 
in Wasser gelost und die hellrote LOsung mit Platinchlorid ge- 
fillt. Das abfiltrierte Doppelsalz erwies sich nun als in Wasser 
lOslich, so da8 beim Auswaschen Verluste entstanden; die 
Analyse des im Vakuum itiber Schwefelsiiure getrockneten 
Restes*) — O,0682 g — ergab 0,0119 g Pt = 17,45°/o, was 
fiir eine Polymerisation, die unter dem EinfluB der Salzsiure 
erfolgt ist, und damit gegen die Pyrrolinnatur des A-Hiimo- 
pyrrols zu sprechen scheint.) Ks ist nun aber im_ hdochsten 
Mabe wahrscheinlich, daB der analysierte Rest des Platinchlorid- 


‘) Dabei ist zu bemerken, dafi dieses A-Himopyrrol von Versuchen 
stammt, bei denen zuniichst aus alkalischer Lésung mit Ather extrahiert 
wurde, es enthielt also viel S-Haimopyrrol. 

*) Vergl. Ber. d. Deutsch. chem. Ges., Bd. XIX, S. 2196; Bd. XX, 
S. 856; Bd. XXI, S. 1478, 3429; Bd. XXVII, S. 476; danach polymerisiert 
sich das Pyrrol zu einem Tripyrrol, substituierte Pyrrole aber zu dimole- 
kularen Komplexen. 

*) Er hatte hierbei schon geringe, aber sichtbare Zersetzung er- 
fahren. 

*) Unter dem Einfluf&S von Salzsiure kénnen auch Pyrroline ver- 
harzen, es geht aber langsamer vor sich, wie bei Pyrrolin, vgl. Ander- 
lini, Ber. d. Deutsch. chem. Ges., Bd. XXII, S. 2512. 
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doppelsalzes gar nicht ein Derivat des A-Titmopyrrols gpewesen 


ist, sondern dem S-limopyrrol entspricht,!) denn die Chloro 


platinate der Pyrroline sind in’) Wasser und Alkohol losheh 
Auch die von uns beobachtete Unbestiindigkeit des A-Plime 
pvrrols schhebt seme Zugehorigkert zur Wlasse der Pyrroline 
nicht aus, denn ecimmal haben wir es noch meht in remem Zu- 
stande in Hiainden gehabt,?) und dann konnte das A-Hime 
pyrrol sehr wohl zu den Q,-Dihydropyrrolen zithlen, welehe 
nach Ciamician®) weil zersetzlicher sind, wie die durch Re 
duktion aus Pyrrolen entstehenden &,-Dihydropyrrole. 

Oo Was das Quecksilberchlorid-Quecksilberdoppelsalz be 
trifft, so ftihrte ich bereits friiher*) eine Analyse an, die emen 
hoheren Wert fir Quecksilber (67,1°/0) ergeben hatte, als sieh 
fiir die Forme! (CLIN) Mpg), (65,44 0) bereehnet. Herr 
Fuchs fiillte jetzt cin S-himopyrrolhaltiges A-Himopyrrol aus 
essigsaurer Losung durch Sublimat und erlielt unter Verwerfung 
eines sich zuniiehst abscheidenden dunkel gefiirbten Anteiles 
O8 ¢ des Doppelsalzes, von dem 0.2455 g, im Vacuum getrock- 
net, OAV5S1 g Hes gaben. Danach enthielt dieses Salz 68,8 9/5 Hy. 

4. Das pikrinsaure Salz des Hiimopyrrols zu erhalten, 
hat sich Herr Fuchs vergeblich bemiht. Aus der essigsauren 
Losung eines A-Hiimopyrrols wurde zwar durch pikrinsaures 


') Vergl. die Anm. S. 548, 
*) Knorr und Rabe, Ber. d. Deutsch. chem, Ges., Bd. XXXIV, 
3491, erhielten be: der Analyse von 24- und 25-Dimethylpyrrolin, 
sowle 125-Trimethylpyrrolin stimmende Werte. 
3) Ber. d. Deutsch. chem. Ges., Bd. XXXIV, S. 4952. Entsprechend 


den Formelbildern: 


H,C—CH HC — CH 
| | 
HC CH H.C CH, 
J , 
NH NH 
A A, 


Dihydropyrrol. 
Spekulationen dariiber anzustellen, ob das «Hamopyrrol als Pyrrolin 
im Himatin enthalten ist oder als Pyrrol, das be: der Herstellung erst 
eduziert wird, erscheinen mir noch nicht angadngig. 


4) Diese Zeitschrift, Bd. XLIV. S. 406. 











DDO William Kiister, 


Natrium ein gelber Niederschlag gefillt, doch zersetzte sich 
derselbe in kurzer Zeit. Auch fiirbte sich zwar die gelbe iithe- 
rische LOsung des A-Himopyrrols auf Zusatz aitherischer Pikrin- 
siiureldsung dunkelbraun, doch trat sogleich wieder eine Zer- 
setzung des dem Anschein nach gebildeten Salzes ein, als zur 
Entfernung tberschiissiger Pikrinséiure mit einer LOsung von 
Soda oder von einfachsaurem Natriumorthophosphat geschiittelt 
wurde; erst als zu letzterem Zweck Magnesia usta verwendet 
wurde, blieb das gewiinschte Salz in der iitherischen Losung 
und nach der Entfernung des Athers wurden schwarzbraune 
Krystalle erhalten, die nun aber beim Versuch, sie aus Benzol 
umzukrystallisieren, durchaus verharzten. 

I]. 1. Die Oxydation des S-Himopyrrols wurde, wie schon 
erwiihnt, sogleich, nachdem der zum Ausschiitteln benutzte Ather 
abdestilliert worden ist, begonnen. Man erhiilt dabei eine stark 
gefiirbte, essigsaure LOsung des Kérpers, der gewohnlich noch 
20—30 ecm Essigsiiure hinzugefiigt wurden. Das Eintragen der 
10°/oigen Chromsiiurelésung erfolgte in Mengen von einem bis 
zwei Kubikzentimeter, wobei es sich zeigte, daB die ersten 6 ccm 
meist sehr rasch und unter fiihlbarer Erwarmung verbraucht 
wurden. !) Sobald dies der Fall war, folgte erst der Zusatz 
einer weiteren Menge, und dies Verfahren wurde fortgesetzt, 
bis auch nach eintiigigem Stehen die Chromsiiure nachweisbar 
blieb, was 2—4 Tage bei der Versuchsreihe vom August 1906, 
2—6 Tage bei der vom Miirz 1907 in Anspruch nahm. Nun 
wurde der kleine Uberschu8 von Chromsiiure durch schweflige 
Siiure reduziert, darauf die Essigsiure unter vermindertem Druck 
abdestilliert, der Riickstand in warmem Wasser geldést, wenn 
notig, die Lésung filtriert und das Filtrat nach dem Erkalten 
durch Sodalésung ganz schwach alkalisch gemacht, wobei es 
sich vermeiden lat, daf Chromihydroxyd ausgefallt wird. Es 





') Herr Fuchs fand z. B., daf 


0.2 ¢ Chromsiure nach 9 Minuten verbraucht wurden 
0.4 » » > 1 > > > 
O6 » » > od8 > > > 
O,8 > > >» 18 Stunden ° > 


0.9 >» 2 >» 3 Tagen nicht , > 
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folgt erschOpfende Extraktion mit Ather, Trocknen des Extrakts 
mit Natriumsulfat und Vertreibung des Lésungsmittels, wonach 
das Rohimid als ziemlich stark braun gefiirbter Sirup_hinter- 
bleibt, der in halbkugelf6rmigen Krystallisierschiilchen immer 
am nichsten Tage, in anderen Gefifen oft gar nicht, friihestens 
aber nach 6 Tagen krystallisiert vorgefunden wurde. 

Die nach Wegnahme des Imids wieder sauer gemachte 
Lisung gab dann an Ather immer Spuren, manchmal deutliche 
Mengen von Substanz ab, die sich durch ihren Geruch als durch 
Verseifung aus dem Imid entstandene bisubstituierte Malein- 
sduren erkennen lieBen. 

Die Reinigung des Rohimids aus dem S-Himopyrrol fiihrte 
im August 1906 zu einem noch nicht ganz analysenreinen 
Produkt : 


0,1334 g Substanz, tiber H,SO, getr., gaben 0,2985 g CO, und 0,083 g H,O 
Q,1205 » > > > > > 11,1 ceom N bei 20° u.746 mm B. 


was entspricht: 61,0°/o C, 6,91°/o H und 10,34°/> N. 


Im Mirz 1907 wurden dann aus 6 Versuchen 1,62 g Rohimid 
gewonnen, die zuniichst wieder in Ather aufgenommen wurden, 
wobei ein kleiner Riickstand blieb, dann wurde die iitherische 
Lésung dreimal mit ein wenig rauchender Salzsiiure (spez. Gew. 
1,19), darauf je einmal mit Wasser und verdiinnter Sodalésung 
ausgeschiittelt, endlich durch Natriumsulfat getrocknet. Nach 
Vertreibung des Athers hinterblieben 0,65 g Imid, die sofort 
krystallisierten: fast farblos wurde das Praparat, nachdem es, 
auf ein Tonstiickchen gebreitet, mit ein paar Tropfen reinsten 
Athers befeuchtet worden war. Der Schmelzpunkt wurde bei 
69—70° liegend gefunden, durch beigemischtes, synthetisch be- 
reitetes Methylathylmaleinimid veranderte er sich nicht. ') 





1) Ausgefiihrt mit eimer kleinen Menge des Imids vom Schmelz- 
punkt 69—70°, die aus der zur Reinigung benutzten konzentrierten Salz- 
siure wieder gewonnen wurde. Nach dem Verdiinnen mit Wasser gab 
die Salzsiure nimlich fast die gesamte Menge der dem Rohimid weg- 
genommenen Substanz wieder an Ather ab, nur sehr wenig Harz wurde 
vom Ather, nachdem alkalisch gemacht worden war, extrahiert. 

Der Riickstand des Athers wurde dann dem schon beschricbenen 
Reinigungsverfahren erneut unterworfen. 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. LV. 38 
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Analyse: 
0.1315 g, bei 76° ‘2 Stunde getr., gaben 0,2907 g CO, und 0,080 g H,0 
Berechnet fiir C,H,O,N: Gefunden: 
%) CC 6040 60,29 
°o H 6.50 6.76 


2. Die Oxydation des A-Hiimopyrrols!) wurde, wie schon 
auf Seite 530 erwiihnt, nicht sogleich ausgefiihrt ; bei der Ver- 
suchsreihe vom August 1906, die durch die Versuchsanordnung 
im Verhiiltnis mehr A-Hiimopyrrol lieferte wie die vom Marz 
1907, spiiter wie bei letzterer, so dab, obgleich hier weniger 
A-Hiimopyrrol vorhanden war, doch die Ausbeuten an Rohimid 
sich ziemlich gleichen, die Gesamtausbeute betrug namlich 

im August 1906: 3,15 g aus 10 Versuchen, 
im Miirz 1907: 1,78» » 6 , 

Die Reinigung des Rohimids ftihrte schon bei dem ersten 
Priiparat zum Ziele, ausgeftihrt wurde sie, wie beim [mid aus 
S-Hiimopyrrol angegeben ist. Zu erwihnen wiire, dafh bei der 
Aufnahme des sirupdsen Rohimids in Ather ein hellbrauner, 
amorpher Kérper (0,05 g) zurtickblieb, der sich bei 190° zu 
zersetzen begann, und dafi das gereinigte Imid (0,8 g) sofort 
krystallisierte. Durch Wiederholung des Reinigungsverfahrens 
wurden 0,7 g eines Priiparates erhalten, das allerdings den nicht 
ganz scharfen Schmelzpunkt 64—66° zeigte, aber bei der Ana- 
lyse stimmende Werte ergab und in allen Eigenschaften mit 


dem synthetisch bereiteten Methylathylmaleinimidiibereinstimmte. 
0.1333 g Substanz, im Vakuum getr., gaben 0,294 g CO, und 0,083 g H,O 


O,1231 >» , > y > » 11,5 ccm N bei 24° u. 746 mm B. 
Berechnet fir C,H,O,N: Gefunden : 
%) C 60,4 60,1 
% H 6,5 6,92 
°> N 10,1 10,27: 


Das im Miirz 1907 erhaltene Rohimid wurde schlieBlich dem 
sleichen Reinigungsverfahren unterworfen und ergab ein Pri- 
') Auch hier wird die Chromsiéure anfangs sehr rasch aufgenommen, 


Herr Fuchs fand z. B., dah 
0,2 g Chromséure nach 11 Minuten’ verbraucht waren 


| =] 
0.4 » > > 3 Stunden > > 
O.6 » > > 6'¢ » » > 


/ 


0.8 » > >» 3 Tagen nicht > > 
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parat vom Schmelzpunkt 68—69°. Ein Gemisch desselben mit 
synthetisch dargestelltem Methyliithylmaleinimid schmolz bet 
67—68°, dieser geringen Differenz glaube ich aber keine Be- 
deutung zuschreiben zu miissen. 

3. Die Nebenprodukte der Himopyrroldarstellung, d. h. 
Korper, die ebenfalls durch Reduktion des Hiamins entstehen, 
aber nicht mit Wasserdiimpfen wie jenes fliichtig sind, wurden 
von mir zuerst ihrer Darstellung nach in der ersten ausfiihr- 
lichen Mitteilung tiber das Himopyrrol erwihnt.!) Das eine 
derselben, welches schon von Nencki und Zaleski?) beob- 
achtet wurde, steht nach meinen Beobachtungen®) im Zusammen- 
hang mit dem Himopyrrol, d. h. es entsteht aus denselben 
Komplexen wie der fliichtige Kérper und stellt wohl ein Gemisch 
von Substanzen vor, die zwischen letzterem und dem Hémin 
stehen. In groferer Menge wurde dasselbe von Herrn Fuchs 
erhalten, als er versuchte, das Hiémin in Druckflaschen zu redu- 
zieren; hier waren dann die Ausbeuten an Hiimopyrrolen mini- 
mal (ca. O,1 g), wihrend 1,8, 2,6 und 2,3 g des 1. Nebenpro- 


ar 


duktes aus je 5g Hiimin sich abschieden, als die vom Himopyrrol 
und vom ausgeschiedenen Harz befreite Fliissigkeit, welche die 
Reduktionsprodukte des Hiémins enthilt, der Kinwirkung des 
Luftsauerstoffs ausgesetzt wurde. Diese Abscheidung tritt nur 
bei saurer Reaktion*) ein, also wenn z. B. nur 150 cem 40- 
volumprozentiger Natronlauge zur Neutralisalion verwendet 
worden waren, und kann durch Einsaugen von Luft befordert 
werden, so dah sie in 1—2 Tagen beendet ist, wonach dann 
auch die Menge der sauren Korper in der Fliissigkeit gestiegen 
ist.°) Es wurde dann der Niederschlag filtriert, mit heibem 


') Liebigs Ann. d. Chem., Bd. CCCXLVI, S. 8/9 Anm. 

2) Ber. d. Deutsch. chem. Ges., Bd. XXXIV, 8S. 1006. 

5) Vel. S. 542/38. 

*) Falls der Kolbeninhalt durch 160 ccm der Lauge alkalisch ge- 
macht worden war, hatte sich Ferrohydroxyd abgeschieden, das Harz 
war zum grOftten Teil gelést. Das Filtrat vom Eisenniederschlag wurde 
dann zur Gewinnung des 1. Nebenproduktes mit Essigsiiure wieder schwach 
angesauert. 

*) Z. B. hatten bei Versuch 10 vom Marz 1907, be1 dem 150 ccm 
40volumprozentige Lauge zum Reduktionsgemisch gegeben waren, weitere 


as” 
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Wasser ausgewaschen und dann langsam getrocknet, wonach 
er ein staubfeines Pulver!) vorstellt, das auch von schwach 
alkalisch reagierenden Salzlosungen?) aufgenommen wird, in 
verdiinnter Salzsiiure nur teilweise, erst in hochkonzentrierter 
vollig loslich ist. Diese Losungen zeigen kein Absorptionsspek- 
trum, damit steht in Ubereinstimmung, daB es nicht gelang, 
aus dem 1. Nebenprodukt Mesoporphyrin zu isolieren. 

Bei der Oxydation von 5g des KOrpers in essigsaurer 
Losung durch Chromsiiure zeigte sich, daB 12,5 g der letzteren 
mehr als hinreichen, denn es blieb ein Teil unverbraucht, wiih- 
rend die organische Substanz bis auf 0,1 g verdindert war. Im 
librigen wurde wie bei der Oxydation des Haématins verfahren 
und neben 0,1 g harziger Produkte schlieBlich im ganzen 0,6 g 
atherlosliche Rohsiure, daraus dann 0,23 beim Erhitzen unlos- 
lich werdendes Kalksalz gewonnen. 0,1294 g desselben, bei 
70° getrocknet, gaben 0,0387 g CaO = 21,38°/o Ca, welcher 
Wert mit den fiir hiimatinsaures Calcium gefundenen gut har- 
moniert. 

Das Nebenprodukt 2 scheidet sich aus, wenn das Filtrat 
vom 1. Nebenprodukt unter Erneuerung des verdampfenden 
Wassers solange erhitzt wird, bis die freie Essigsiure moglichst 
vertrieben ist, wobei ein Umschlag der Fiarbung in ein tiefes 
Violett stattfindet. %) 

Seine Menge war bei den meisten Versuchen eine sehr 
geringe, sie scheint mit der des 1. Nebenproduktes zu korre- 


10 ccm geniigen miissen, um alkalische Reaktion herzustellen, nach zwei- 
tigigem Stehen wurde aber mehr Lauge gebraucht. 

‘, Das Aussehen des 1. Nebenprodukts wechselt, es kénnen sich 
ihm wohl Teile des mehrfach erwihnten Harzes beimengen, vgl. auch 
Anm. 4 auf 8. 554. Bei lingerem Aufbewahren beobachtete Herr Fuchs 
eine Veriinderung, daran kenntlich, daf der Korper wieder teilweise 
wasserlislich geworden war. 

*) Z. B. von einfach saurem Natriumphosphat. 

*) Bei meiner Versuchsreihe vom Marz 1907 machte ich nach Ent- 
fernung des 1. Nebenprodukts schwach alkalisch, filtrierte das Ferro- 
hydroxyd ab und dampfte dann die weiter angesiuerte Flissigkeit ein, 
wobei der Farbenumschlag eintrat. Das Nebenprodukt 2 wurde hier nur 


in minimalen Mengen erhalten. 
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spondieren, mit dem es auch in den Eigenschaften Ahnlichkeiten 
hat. Die Oxydation verlief gleichfalls analog, es geniigten schon 
6 g Chromsidure, um 5 g dieses Nebenprodukts bis auf 0,1 g 
abzubauen, erhalten wurden 0,62 g atherlisliche Rohsiiure und 
dann 0,27 g himatinsaures Calcium. 

0,1821 g Substauz gaben 0,0514 g CaO = 20,18°o Ca. 


Das Nebenprodukt 3 wurde nach Entfernung der beiden 
ersten Nebenprodukte und der Hauptmenge der anorganischen 
Salze durch eine 10—11 Tage fortgesetzte Dialyse!) dadurch 
erhalten, dafi nunmehr wieder Essigsiiure zugesetzt wurde. Die 
Ausbeuten an diesem Priparat wechselten bei 7 Versuchen 
zwischen 0,85 und 2,1 g,?) die Eigenschaften desselben unter- 
scheiden es sogleich von den anderen Nebenprodukten, denn 
es bildet getrocknet eine derbe, muschlig brechende Masse von 
schwarzgrtiner Farbe mit metallischem Schimmer. Herr Fuchs 
fand, daf tiber 80°/o des KOrpers in 0,7°/oiger Salzsiiure lés- 
lich sind, und wenn auch kein Mesoporphyrin dabei erhalten 
wurde, so bieten doch diese Befunde die Gewiihr fiir die Moég- 
lichkeit, einmal daraus ein chemisches Individuum gewinnen zu 
kénnen, das einen groferen Bruchteil des Haminmolekils re- 
prasentiert. 

In Alkalien lést sich das 3. Nebenprodukt mit gelbbrauner 
Farbe, auch in Eisessig ist es und zwar mit violetter Farbe 
loslich, und eine solche Lésung, die 5 g des Korpers enthielt, 
wurde von Herrn Fuchs zu einem Versuch, die Einwirkung 
der Chromsiure betreffend, beniitzt. Dabei zeigte sich eine 
erhebliche Widerstandsfihigkeit eines Teils des organischen 
Korpers gegen das erwihnte Oxydationsmittel, von dem 6 g 
verwendet wurden. Trotzdem nun diese Menge nicht reduziert 
wurde, blieben 3,4 g von den 5 g, allerdings chemisch veriindert, 
aber wasserunldslich zuriick, wiihrend aus der Loésung 1,2 g 





') Es tritt dabei auch organische Substanz durch das Pergament- 
papier oder die Schweinsblase in das Aufienwasser; so sind Verluste 
unvermeidlich, und es kommt wohl auf die Giite der Membran an, ob sie 
grofer oder kleiner sind, was die wechselnden Ausbeuten erkliren wiirde. 


*) Herr Fuchs erhielt 0,5—2,6 g aus 5 g Himin. 
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Rohsiiure durch Ather extrahiert werden konnten, aus der dann 
0,582 ¢ reines, hiimatinsaures Calcium gewonnen wurden. 
O382 g Substanz gaben 0.1112 CaO = 20,81°%/o Ca. 

Die Untersuchung der Nebenprodukte ist, wie aus den 
beschriebenen Versuchen hervorgeht, bisher nicht eingehend 
verfolgt worden, auch die der Hamopyrrole weist noch viele 
Liicken und Unsicherheiten auf, was in der Natur dieser Korper 
und in der Mannigfaltigkeit der Erscheinungen, die sich bei ihrer 
Darstellung offenbaren, eine wenn auch nicht einwandfreie Er- 
kliirung findet. Es wird daher mein Bestreben sein, zu erganzen 
und, wenn notig, zu berichtigen, sobald weitere Versuche, die 
auf den mitgeteilten Beobachtungen fuBen sollen, in Angriff 
genommen werden konnen. 


Stuttgart, im April 1908. 
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Die vorliegenden Verhandlungen der ersten Tagung, unter 
dem Vorsitz von Professor Brentano, auf der Professor v. Amira- 
Miinchen iiber die Stellung der Professoren im allgemeinen, Pro- 
fessor Eulenburg-Leipzig tiber die Frage des akademischen 
Nachwuchses, Professor Hochenegg-Wien tiber die Eigenart des 
Lehrbetriebes, Professor F. Schmid-Innsbruck iiber die recht- 
liche Lage der Privatdozenten als Referenten gesprochen haben, 
und auf der eine Reihe interessanter Resolutionen angenommen 
wurde, zeigen, wie recht der Ausschu8 getan hat, den voll- 
stiindigen Bericht zu veréffentlichen und so das Interesse far 
die behandelten Fragen in akademischen Kreisen immer mehr 
zu beleben und zu kraftigen. 





M. Du Mont-Schauberg, Strassburg — 198 




















